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RESUMO
A emergência de infecções associadas a novos genótipos de Acinetobacter baumannii resistente 
aos antimicrobianos reflete um desafio de grandes proporções. Assim, a detecção e o conhecimento 
de suas características, tanto epidemiológicas quanto moleculares, é de fundamental importância 
para o desenvolvimento de estratégias de tratamento, prevenção e controle. Este trabalho teve como 
objetivos determinar a diversidade de mecanismos de resistência, avaliar a produção de biofilme 
através de técnicas fenotípicas e microscopia eletrônica de varredura (MEV) e investigar a 
disseminação clonal e os Sequence Types (STs) predominantes em amostras multirresistentes de A. 
baumannii de origem clínica (aspirado traqueal, n=17) e ambiental (superfície, n=6), isoladas na 
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de Adultos do Hospital de Clínicas da Universidade Federal de 
Uberlândia (HC-UFU). Adicionalmente, uma amostra clínica (clone A) e uma ambiental (clone H) 
tiveram seu genoma completo sequenciado com análise parcial de seus resistomas. Todas as 
amostras foram submetidas à reação em cadeia da polimerase (PCR) para detecção dos genes 
ISAba/ e sua associação ou não com as oxacilinases (OXA-51 e OXA-23), genes das proteínas de 
membrana externa (PME) carO e pme33-36 e genes que codificam a expressão das bombas de 
efluxo AdeABC (adeB), AdeFGH (adeG) e AdeIJK (adeJ). A confirmação da resistência à 
tigeciclina e aos carbapenêmicos foi feita pelo método do Etest®. A maioria das amostras foi 
caracterizada como extensivamente resistente (XDR) com concentrações inibitórias mínimas 
(CIMs) muito elevadas para tigeciclina e carbapenêmicos. A associação ISAba//OXA-51, 
ISAba//OXA-23 e a presença de carO e pme33-36 foram observadas em 91,3%, 52,2%, 82,6% e 
100% das amostras, respectivamente. Quanto aos genes adeB, adeG e adeJ, sua presença foi 
constatada em todas as amostras analisadas. Avaliou-se também o consumo de Imipenem, 
Meropenem, Tigeciclina e Polimixina B/Colistina (DDD/1000 pacientes-dia), no período de janeiro 
de 2011 a dezembro de 2012. Observaram-se variações no consumo desses antimicrobianos, 
durante o período investigado. De acordo com os perfis clonais obtidos através da técnica de Pulsed 
Field Gel Electrophoresis (PFGE) foram selecionadas dez amostras de A. baumannii para as 
análises por PCR em tempo real (qPCR), análise fenotípica da produção de biofilme e Multilocus 
Sequence Typing (MLST). Após avaliação por qPCR, somente o gene adeB foi considerado 
hiperexpresso. Os resultados do MLST demonstraram disseminação policlonal, identificando oito 
STs e cinco complexos clonais (CCs), com predominância dos CCs 113, 229 e 109. Todas as 
amostras de A. baumannii avaliadas aderiram à superfície de poliestireno não modificada e 
produziram biofilme, sem diferença significativa entre isolados clínicos e ambientais. As imagens 
de MEV confirmaram a capacidade de adesão e a presença de matriz extracelular visível. Nosso 
estudo encontrou uma ampla variedade de complexos clonais relacionados com A. baumannii XDR 
carreando o gene blaOXA-23 frequentemente associado com ISAba/ (Tn2008) como o principal 
mecanismo de resistência aos carbapenêmicos, além da hiperexpressão da bomba de efluxo 
AdeABC. A compreensão dos mecanismos de resistência e do potencial patogênico deste micro­
organismo ajuda a explicar sua persistência no ambiente hospitalar e pode fornecer ferramentas para 
melhorar o tratamento de infecções graves, assim como para aprimorar as medidas de controle e 
prevenção dessas infecções.
Palavras-chave: A. baumannii, multirresistência, carbapenêmicos, biofilmes bacterianos, qPCR, 
MLST.
ABSTRACT
The emergence of infections associated with new antimicrobial-resistant Acinetobacter 
baumannii genotypes represents a major challenge. Thus, the detection and knowledge of its 
epidemiological and molecular characteristics have fundamental importance for the development of 
treatment, prevention, and control strategies. This study aimed to determinate the diversity of 
resistance mechanisms, to evaluate the biofilm production through phenotypic techniques and 
scanning electron microscopy (SEM), and to investigate the clonal dissemination and the 
predominant Sequence Types (STs) in multiresistant strains of A. baumannii from clinical (tracheal 
aspirate, n=17) and environmental (surface, n=6) origin, isolated at the Adult Intensive Care Unit 
(ICU) of the Clinical Hospital of the Federal University of Uberlândia (HC-UFU). Additionally, 
one clinical (clone A) and one environmental (clone H) strain had their complete genome sequenced 
with partial analysis of their resistomes. All strains were submitted to polymerase chain reaction 
(PCR) for the detection of ISAba/ genes and their association or not with oxacillinases (OXA-51 
and OXA-23), genes of outer membrane proteins (OMPs) carO and pme33-36, and genes encoding 
AdeABC (adeB), AdeFGH (adeG) and AdeIJK (adeJ) efflux pumps. Confirmation of tigecycline 
and carbapenem resistance was done by the Etest®. Most of the strains were characterized as 
extensively drug-resistant (XDR) with very high minimal inhibitory concentrations (MICs) for 
tigecycline and carbapenems. The association of ISAba//OXA-51, ISAba//OXA-23 and the 
presences of carO and pme 33-36 were observed in 91.3%, 52.2%, 82.6% and 100% of the strains, 
respectively. The genes adeB, adeG and adeJ were observed in all strains analyzed. The 
consumption of Imipenem, Meropenem, Tigecycline and Polymyxin B/Colistin (DDD/1000 
patients-day) was also evaluated in the period from January 2011 to December 2012. Changes in the 
consumption of these antimicrobials were observed during the period investigated. According to 
clonal profiles obtained by the Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) technique, ten A. 
baumannii strains were selected for analysis by real-time PCR (qPCR), phenotypic analysis of 
biofilm production and Multilocus Sequence Typing (MLST). Only adeB gene was considered 
hyper-expressed. MLST results demonstrated polyclonal dissemination, identifying eight STs and 
five clonal complexes (CCs), with predominance of CCs 113, 229 and 109. All A. baumannii 
evaluated strains adhered to the unmodified polystyrene surface and produced biofilm, with no 
significant difference between clinical and environmental isolates. SEM images confirmed the 
ability of adhesion and the presence of a visible extracellular matrix. Our study found a wide variety 
of clonal complexes related to XDR A. baumannii carrying the b/aOXA_23 gene frequently associated 
with ISAba/ (Tn2008) as the main mechanism of carbapenems resistance, in addition to the over 
expression of the AdeABC efflux pump. The understanding of the mechanisms of resistance and the 
pathogenic potential of this microorganism helps to explain its persistence in the hospital 
environment and can provide tools to improve the treatment of serious infections, as well as, the 
measures of control and prevention of these infections.
Keywords: A. baumannii, multiresistance, carbapenems, bacterial biofilms, qPCR, MLST.
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1- INTRODUÇÃO
A detecção de patógenos epidemiologicamente importantes como Acinetobacter baumannii, 
circulantes em ambiente ou população, e o conhecimento de suas características tanto 
epidemiológicas quanto moleculares, são de fundamental importância no desenvolvimento de 
estratégias de tratamento, prevenção e controle de infecções, além de contribuir para a previsão de 
surtos (GORDON; WAREHAM, 2010).
A. baumannii é um problema crescente para a população hospitalizada principalmente nas 
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), particularmente em indivíduos imunocomprometidos 
(DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007; CAMP; TATUM, 2010; SANDIUMENGE; RELLO, 
2012; DOI; MURRAY; PELEG, 2015), uma vez que infecções causadas por esse micro-organismo 
estão associadas com maior morbidade, mortalidade, tempo de internação e custos (DIJKSHOORN; 
NEMEC; SEIFERT, 2007; PEREZ et al., 2007; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; GORDON; 
WAREHAM, 2010; LIU et al., 2014; MARAKI et al., 2016). A sua importância clínica está 
associada com a erradicação difícil, considerando que as opções para tratamento de infecções 
graves como pneumonias associadas à ventilação mecânica (PAVs) são limitadas devido ao 
aumento da incidência de amostras multirresistentes (MDR), extensivamente resistentes (XDR) e 
pan-resistentes (PDR) no ambiente hospitalar (KARAGEORGOPOULOS et al., 2008; 
MARAGAKIS; PERL, 2008; MICHALOPOULOS; FALAGAS, 2008; VALENCIA et al., 2009; 
KAYE; POGUE, 2015; HE et al., 2016; TSIOUTIS et al., 2016; GUPTA et al., 2017).
A dificuldade no tratamento de infecções graves por bacilos Gram-negativos extensivamente 
resistentes levou ao retorno da utilização de polimixinas (polimixina B e colistina) em nível 
mundial, como opção no tratamento dessas infecções (STEIN; RAOULT, 2002; FALAGAS; 
MICHALOPOULOS, 2006; BISWAS et al., 2012; LIU et al., 2014; ATS, 2005; GARNACHO- 
MONTERO et al., 2014; GIRARDELLO et al., 2017). As amostras de A. baumannii XDR 
permanecem em grande parte suscetíveis à colistina na maioria dos países (GARNACHO- 
MONTERO et al., 2003), mas o seu uso excessivo ou inadequado está associado à emergência de 
cepas resistentes (KARAISKOS; GIAMARELLOU, 2014). Por outro lado, taxas elevadas de 
resistência são relatadas cada vez mais para outros antibióticos, como, por exemplo, a tigeciclina 
(SUN et al., 2013; KARAISKOS; GIAMARELLOU, 2014).
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A rápida emergência e disseminação de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos 
nos hospitais é um problema de grande proporção e a causa é multifatorial, incluindo: pressão 
seletiva devido ao seu uso inapropriado e empírico e a disseminação de amostras com estes 
fenótipos é facilitada pela transmissão cruzada pessoa-a-pessoa, em função da baixa adesão às 
práticas básicas de prevenção e controle de infecções pelos profissionais de saúde (DYAR; 
PAGANI; PULCINI, 2015). No Brasil, essa questão é também significativa devido à alta densidade 
de uso de antibióticos, particularmente da classe dos P-lactâmicos, incluindo os carbapenêmicos, e 
também de fluorquinolonas (MOREIRA et al., 2013; PORTO et al., 2013; DANTAS et al, 2014; 
DANTAS et al., 2017).
Na tentativa de monitorar as amostras resistentes, estudos avaliam a relação entre o uso 
excessivo de antibióticos e a seleção de amostras resistentes através da Dose Diária Definida (DDD) 
(HARBARTH et al., 2002; ONG et al., 2011). O DDD é considerado um bom marcador para 
avaliação do consumo de antimicrobianos, permitindo comparar taxas de micro-organismos e seus 
fenótipos de resistência. Adicionalmente, inúmeros estudos confirmam a relevância do número de 
DDD por 1000 pacientes-dia como uma unidade de medida para comparar uso de antimicrobianos 
entre diferentes países e regiões (MONNET; MOLSTAD; CARS, 2004).
É consenso que a resistência bacteriana é um fator importante no aumento dos índices de 
mortalidade em pacientes criticamente doentes (AZEVEDO, 2005), e que as infecções por amostras 
resistentes vem aumentando expressivamente, tornando-se um problema de saúde pública, atraindo 
a atenção de órgãos governamentais nacionais e internacionais como: Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (ANVISA), Organização Mundial de Saúde (OMS), CDC (Centers for 
Diseases Control and Prevention), associações de Controle de Infecção Relacionadas à Assistência 
à Saúde, além da indústria farmacêutica internacional (HAMBRAEUS, 2006). Neste contexto, 
destaca-se a importância clínica de A. baumannii, considerando seus níveis crescentes de 
resistência, sua capacidade de resistir à desinfecção, persistir por longo período de tempo em 
superfícies e produzir biofilme, o que contribui para sua sobrevivência tanto no hospedeiro quanto 
no ambiente hospitalar (VILA; MARTÍ; SÁNCHEZ-CÉSPEDES, 2007; KEMPF; ROLAIN, 2012).
O fenótipo de resistência às múltiplas drogas em A. baumannii é mediado por todos os 
principais mecanismos de resistência, incluindo modificação de sítio alvo, inativação enzimática, 
efluxo ativo e diminuição no influxo de drogas (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007). A 
resistência pode ser intrínseca, devido à produção de cefalosporinases, codificada 
cromossomicamente, além da baixa permeabilidade de membrana, ou adquirida, após a
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transferência de genes ou mutação nos genes estruturais ou regulatórios (YOON; COURVALIN; 
GRILLOT-COURVALIN, 2013). Além disso, apresenta capacidade de sobreviver por longos 
períodos em superfícies inanimadas, tais como equipamentos hospitalares (LIU et al., 2014).
Atualmente, no Brasil, o principal problema no tratamento de infecções graves causadas por 
A. baumannii MDR é a produção de P-lactamases, que hidrolisam os antibióticos carbapenêmicos 
como imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem, e as cefalosporinas de amplo espectro como 
ceftazidima e cefepime (MICHALOPOULOS; FALAGAS, 2008; GALES et al., 2012). Como os 
carbapenêmicos são usualmente as drogas de escolha no tratamento dessas infecções, vários 
trabalhos relataram o aumento da taxa de resistência a esses antimicrobianos em várias regiões do 
mundo (POIREL; NORDMANN, 2006; MICHALOPOULOS; FALAGAS, 2008; PELEG; 
SEIFERT; PATERSON, 2008; KEMPF; ROLAIN, 2012). Na América Latina, dados do SENTRY 
demonstram que essa resistência vem aumentando de forma significativa, com taxas variando de 
12,6 a 71,4% (GALES et al., 2012). Além do aumento na incidência dessas amostras, vários estudos 
relatam que A. baumannii é o responsável por grande parte dos casos de PAV nos países em 
desenvolvimento, América do Norte e Europa (CHASTRE; FAGON, 2002; ARABI et al., 2008; 
GRGURICH et al., 2012; KOULENTI; TSIGOU; RELLO, 2016).
O mecanismo de resistência mais relevante presente em A. baumannii é a produção de P- 
lactamases adquiridas, incluindo serina e metalo-P-lactamases, as quais conferem resistência aos 
carbapenêmicos (QUEENAN; BUSH, 2007). Essas enzimas são um grupo heterogêneo de P- 
lactamases, do qual fazem parte a classe A (penicilinases), B (metaloenzimas) e D (oxacilinases) de 
Ambler, que hidrolisam imipenem e meropenem, além de outras penicilinas e cefalosporinas 
(QUEENAN; BUSH, 2007). As carbapenemases do tipo oxacilinases (OXA) são mundialmente 
reconhecidas como o principal mecanismo de resistência aos carbapenêmicos em Acinetobacter 
spp., especialmente no ambiente hospitalar (CARVALHO et al., 2009; WOODFORD; TURTON; 
LIVERMORE, 2011; LABARCA et al., 2014).
Nessa espécie, as oxacilinases são classificadas em seis subgrupos principais: OXA-23- 
“like” (OXA-23, OXA-27 e OXA-49), OXA-24-“like” (OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40 e 
OXA-72), OXA-58, OXA-51-“like”, esse último constituindo uma família de enzimas 
cromossomais típicas de A. baumannii (WALTHER-RASMUSSEN; H0IBY, 2006) usadas como 
marcador taxonômico da espécie (HERITIER et al., 2005), OXA-143, detectada em amostras de 
sangue recuperadas de pacientes internados em UTI brasileira e, atualmente, disseminada, porém 
restrita ao Brasil (HIGGINS et al., 2009; HIGGINS et al., 2013), e OXA-235, recentemente descrita
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em isolados nos Estados Unidos e México (OXA-235-“like”, OXA-235, OXA-236 e OXA-237) 
(HIGGINS et al., 2013). No Brasil, a OXA-23 é a principal oxacilinase responsável pela resistência 
aos carbapenêmicos nos hospitais (DALLA-COSTA et al., 2003; CARVALHO et al., 2009; 
MARTINS et al., 2009; MOSTACHIO et al., 2009; ROYER et al., 2015), e em 2010 este fenótipo 
foi detectado em amostras de origem ambiental (GIRLICH; POIREL; NORDMANN, 2010).
Índices elevados de resistência aos carbapenêmicos devido a expressão de genes que 
codificam as carbapenemases da classe D requerem um promotor forte como a sequência de 
inserção móvel ISAba1 (ZONG et al., 2008). Essas sequências de inserção funcionam como 
promotores dos genes b/aOXA-51-like e blaOXA-23-like quando se localizam antes dessa sequência, 
resultando em hiperexpressão gênica, consequentemente, elevando os níveis de resistência aos 
carbapenêmicos (RUIZ et al., 2007). ISAba2, ISAba3 e ISAba4 também foram identificados 
adjacentes aos genes b/aOXA-58 e b/aOXA-23 em amostras de A. baumannii e estão associados com 
redução da suscetibilidade a esse antibiótico (POIREL; NORDMANN, 2006; LEE et al., 2011). As 
ISs mais frequentemente associadas aos genes de carbapenemases em MDRAB são ISAbal, 
ISAba2, ISAba3, ISAba4 e IS13 (VILLALÓN et al., 2013; PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016).
Além da presença de OXA carbapenemases, a alteração na permeabilidade das proteínas de 
membrana externa (PME) ou porinas e a hiperexpressão de bombas de efluxo também são 
mecanismos de resistência importantes em A. baumannii. A diminuição ou perda de três PME, 
proteína de 33-36 kDa, de 29 kDa chamada de CarO (carbapenem-associated outer membrane 
protein) e de 43 kDa, foi descrita em amostras de A. baumannii resistentes ao imipenem 
(LIMANSKY; MUSSI; VIALE; 2002; FERNÁNDEZ-CUENCA et al., 2003; SIROY et al., 2005; 
VILA; MARTÍ; SÁNCHEZ-CÉSPEDES, 2007; GORDON; WAREHAM, 2010). Há evidências 
que a porina CarO pode ser responsável pela resistência ao imipenem quando da ruptura do gene, 
resultando na falta de formação de poros na membrana externa, se houver mudanças na composição 
de aminoácidos nas isoformas CarOa e CarOb, que podem alterar a porina, contribuindo para 
redução na afinidade pelo antimicrobiano, e na redução da expressão do gene carO (FONSECA et 
al., 2013; NOVOVIC et al., 2015).
A hiperexpressão de bombas de efluxo é outro mecanismo relevante em A. baumannii. 
Atualmente, são descritas seis famílias de sistema de efluxo: ATP binding cassette (ABC); major 
faci/itator superfami/y (MFS); resistance-nodu/ation-division (RND); mu/tidrug and toxic 
compound extrusion (MATE); sma// mu/tidrug resistance (SMR) e drug/metabo/ite transporter 
(DMT) (VILA; MARTÍ; SÁNCHEZ-CÉSPEDES, 2007). A hiperexpressão de três bombas
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pertencentes à família RND, a saber: AdeABC (MAGNET; COURVALIN; LAMBERT, 2001), 
AdeFGH (COYNE et al., 2010), e AdeIJK (DAMIER-PIOLLE et al., 2008), estão associadas com a 
multirresistência neste micro-organismo (COYNE; COURVALIN; PÉRICHON, 2011). O sistema 
de efluxo AdeABC foi o primeiro a ser descrito, sendo o mais conhecido (RUZIN; KEENEY; 
BRADFORD, 2007), e é responsável por conferir resistência à aminoglicosídeos, tetraciclinas, 
fluoroquinolonas, cloranfenicol e trimetoprim (MAGNET; COURVALIN; LAMBERT, 2001) além 
de tigeciclina (PELEG; ADAMS; PATERSON, 2007; RUZIN; KEENEY; BRADFORD, 2007; 
RUZIN; IMMERMANN; BRADFORD, 2010). O sistema AdeFGH tem como substratos 
cloranfenicol, clindamicina, fluoroquinolonas, trimetoprim, tetraciclina, tigeciclina e sulfonamida 
(COYNE et al., 2010), e a bomba AdeIJK contribui para resistência à P-lactâmicos, cloranfenicol, 
tetraciclinas, eritromicina, fluoroquinolonas, ácido fusídico, novobiocina, e trimetoprim (DAMIER- 
PIOLLE et al., 2008).
Apesar do grande número de trabalhos relatarem a associação entre surtos hospitalares de A. 
baumannii e resistência a antibióticos, os fatores determinantes da virulência e patogenicidade deste 
micro-organismo requerem mais investigação (LONGO; VUOTTO; DONELLI, 2014). Há evidências 
que a capacidade de formação de biofilme é um dos principais fatores de virulência comuns a um 
grande número de amostras clínicas, incluindo de A. baumannii (RODRIGUEZ-BANO et al., 2008; 
KING et al., 2009; EIJKELKAMP et al., 2011; ESPINAL; MARTÍ; VILA, 2012; GURUNG et al., 
2013).
É conhecido que amostras clínicas de A. baumannii apresentam capacidade de sobreviver 
por longo período de tempo em superfícies abióticas e secas, como demonstrado por Jawad e 
colaboradores (1998), que evidenciaram que essa capacidade, relacionada à formação de biofilme, é 
uma característica comum entre as amostras de Acinetobacter, principalmente naquelas recuperadas 
de cateteres ou de corrente sanguínea.
Biofilmes são comunidades bacterianas nas quais as células se aderem umas às outras e a 
uma superfície viva ou inerte. Estas células estão envolvidas por uma matriz de polímero 
extracelular composta principalmente por polissacarídeos, proteínas e ácidos nucleicos (LAPPIN­
SCOTT, BASS, 2001; FLEMMING; WINGENDER, 2010; FLEMMING et al., 2016). O biofilme 
de Acinetobacter desempenha um papel importante em doenças como fibrose cística, peritonite, e 
infecções de corrente sanguínea e trato urinário associado a cateteres, devido a sua habilidade de 
colonização e multiplicação no lúmen destes dispositivos invasivos (GADDY; ACTIS, 2009). O 
tratamento de infecções por estas amostras é especialmente complicado, uma vez que utilizando
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uma variedade de mecanismos, bactérias em biofilmes podem ser de 10 a 1000 vezes mais 
resistentes aos antibióticos quando comparadas às mesmas células planctônicas (MAH; O'TOOLE, 
2001; GIRARD et al., 2010; HENGZHUANG et al., 2011). Além disso, a frequência crescente de 
resistência aos antibióticos entre as bactérias formadoras do biofilme torna o tratamento ainda mais 
difícil (KWON et al., 2008). O conhecimento detalhado sobre a formação de biofilme e bactérias 
capazes de produzí-lo é necessário para o tratamento de infecções relacionadas. Além disso, a 
determinação da diversidade genética pode ser útil na prevenção da disseminação de micro­
organismos causadores de infecções relacionadas à assistência à saúde e para implementação de 
procedimentos preventivos e medidas de controle.
Os métodos de tipagem molecular são fundamentais para determinar se os micro-organismos 
epidemiologicamente relacionados são também geneticamente relacionados, auxiliando na detecção 
de surtos, pela presença de genes de resistência e de amostras clonais, possibilitando a identificação 
da transmissão cruzada e de fontes de infecção, e consequentemente no monitoramento e controle 
das infecções relacionadas à assistência à saúde (SINGH et al., 2006).
A técnica de Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) é considerada o padrão ouro para 
muitas espécies, por sua reprodutibilidade e poder discriminatório (HAMOUDA et al., 2010). É 
uma técnica adequada no estudo de isolados de ambiente epidemiológico quanto a relações 
temporal e espacial (ADAMS-HADUCH et al., 2011). Atualmente, técnicas de sequenciamento 
como Multilocus Sequence Typing (MLST) também são utilizadas na tipagem de amostras 
hospitalares, em função da sua facilidade, rapidez e capacidade de análise evolutiva das espécies, 
permitindo a comparação dos resultados de diferentes períodos, instituições e países, ao longo do 
tempo (MAIDEN, 2006; ADAMS-HADUCH et al., 2011).
Vários métodos de tipagem molecular são utilizados para a caracterização epidemiológica de 
A. baumannii, proporcionando diferentes níveis de discriminação (TOMASCHEK et al., 2016). 
Apesar da técnica de PFGE ainda ser considerada como o método de escolha quando se trata de 
análise de surtos (SEIFERT et al., 2005; ADAMS-HADUCH et al., 2011), o MLST é outro método 
frequentemente utilizado, que simplificou significativamente a análise de parentesco entre as 
amostras e foi projetado para estudar estruturas populacionais de patógenos bacterianos (URWIN; 
MAIDEN, 2003). Dois esquemas de MLST foram desenvolvidos para A. baumannii, sendo o 
primeiro difundido por Bartual e colaboradores (esquema de Oxford) (BARTUAL et al., 2005) 
enquanto o segundo foi desenvolvido no Instituto Pasteur (esquema Pasteur) (DIANCOURT et al.,
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2010). Ambos trabalham com sete genes housekeeping e têm três genes em comum (TOMASCHEK 
et al., 2016).
Há três linhagens clonais distintas de A. baumannii descritas, que por sua distribuição 
geográfica foram nomeadas de clones europeus I, II e III (DIJKSHOORN et al., 1996; VAN 
DESSEL et al., 2004). Quando se tornou evidente a sua distribuição global, passaram a ser 
chamadas de clones internacionais (CI) 1, 2 e 3 (DIANCOURT et al., 2010). A maioria dos surtos 
notificados até o momento envolvem o CC92, correspondente ao CI2, e o CC109, correspondente 
ao CI1 (KARAH et al., 2012; TOMASCHEK et al., 2016).
A disseminação mundial do gene b/aOXA-23 está associada a clones específicos, 
principalmente o CC92, que é o maior e mais disseminado complexo clonal do banco de dados do 
MLST de A. baumannii, e o CC109 (KARAH et al., 2012; CLÍMACO et al., 2013; HUANG et al., 
2016). Estas amostras pertencentes ao CC92 foram identificadas em muitos países do mundo, 
incluindo Austrália, Estados Unidos, China, Itália, França, Taiti, Vietnã, Coréia do Sul, Tailândia e 
África do Sul (KARAH et al., 2012; CLÍMACO et al., 2013; MEDEIROS; LINCOPAN, 2013).
Nos países latino-americanos, os perfis alélicos do MLST de A. baumannii não foram 
relacionados com o CC92, predominante em todo o mundo, mas tem sido comumente relatadas 
como pertencentes ao CC113 (GROSSO et al., 2011; MARTINS et al., 2013; STIETZ et al., 2013). 
No Brasil, as amostras resistentes aos carbapenêmicos também foram identificadas como 
pertencentes a outro complexo clonal internacional, denominado CC109 (MARTINS et al., 2012; 
CLÍMACO et al., 2013).
As novas tecnologias de sequenciamento, denominadas de tecnologias de sequenciamento 
de nova geração, estão evoluindo rapidamente. O sequenciamento completo do genoma tornou-se 
uma ferramenta importante na tipagem bacteriana e mais recentemente, comparações de genoma 
completo produziram informações sobre a evolução da patogenicidade em A. baumannii e no 
gênero Acinetobacter, revelando ampla diversidade no conteúdo de genes, incluindo variação nos 
determinantes de resistência e virulência (WRIGHT et al., 2014; HOLT et al., 2016). Também, essa 
técnica molecular oferece informações quanto a surtos, redes de transmissão, e melhor compreensão 
da evolução filogenética de agentes infecciosos (SNITKIN et al., 2012; FITZPATRICK; OZER; 
HAUSER, 2015; MATHERS et al., 2015).
A avaliação dos determinantes de resistência de amostras de A. baumannii é de grande 
relevância epidemiológica, sobretudo no ambiente hospitalar, em função de sua importância 
crescente, particularmente de amostras com altos índices de resistência aos P-lactâmicos
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(antibióticos amplamente prescritos na prática clínica) e detectados previamente por nossa equipe 
(MOREIRA et al., 2013; DANTAS et al., 2014; ROYER et al., 2015; DANTAS et al., 2017). 
Atualmente, as amostras de A. baumannii recuperadas de nossa instituição se apresentam com 
índices de resistência aos carbapenêmicos e tigeciclina alarmantes, porém a análise da sua 
disseminação, bem como produção de biofilme e sequenciamento do genoma completo ainda não 
foram estudados. O presente estudo propõe responder algumas questões ainda não completamente 
esclarecidas sobre a epidemiologia desse agente.
2- OBJETIVOS
Considerando a necessidade de realizar estudos que permitam compreender melhor os 
mecanismos de resistência e a capacidade de formação de biofilme em Acinetobacter baumannii, 
foram propostos os seguintes objetivos:
• Confirmar a resistência das amostras à tigeciclina e carbapenêmicos por Etest®;
• Determinar a presença dos genes lSAba1, ISAba1/blaoxA-23-like e ISAba1/blaoxA-51, das 
proteínas de membrana externa (PME) carO e pme33-36 e os genes adeB, adeG e adeJ das 
bombas de efluxo AdeABC, AdeFGH e AdeIJK, e sua relação com aumento na 
Concentração Inibitória Mínima (CIM) e resistência aos carbapenêmicos;
• Analisar o consumo de Imipenem, Meropenem, Tigeciclina e Polimixina B/Colistina, 
através da dose diária definida (DDD) por 1000 pacientes-dia;
• Avaliar a expressão gênica dos sistemas de efluxo AdeABC, AdeFGH e AdeIJK e da porina 
CarO por qPCR;
• Determinar, por MLST, o sequence type (ST) e os complexos clonais dos pulsotipos obtidos 
através do PFGE;
• Analisar a formação de biofilme em amostras clínicas e ambientais de A. baumannii através 
de técnicas fenotípicas bem como por microscopia eletrônica de varredura (MEV);
• Determinar a sequência completa do genoma de uma amostra clínica (clone A) e uma 
ambiental (clone H) de A. baumannii, com análise de seus resistomas e depositar o genoma 
no GenBank (NCBI).
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3- MATERIAL E MÉTODOS
3.1 Desenho do estudo e amostras bacterianas
Durante o desenvolvimento da dissertação de mestrado, de abril de 2011 a junho de 2012, 
foi realizado um estudo de coorte prospectivo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de Adultos do 
Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU) onde foram coletadas 
amostras de Acinetobacter baumannii resistentes e suscetíveis aos carbapenêmicos, de aspirado 
traqueal e de ambiente (n=55). A partir dessa vigilância foram selecionadas 23 amostras de A. 
baumannii para avaliação nessa pesquisa, sendo 17 de aspirado traqueal e seis de ambiente, as quais 
apresentaram reduzida sensibilidade aos carbapenêmicos. As amostras controle e testes 
caracterizadas previamente e que foram utilizadas nos experimentos estão descritas nas tabelas 1 e 
2, respectivamente.
Tabela 1. Linhagens controle utilizadas nos experimentos 
Linhagem controle
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
Escherichia coli ATCC 25922 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 
Acinetobacter baumannii POA 4-28 (ISAbai/blaOxA-23-iike)
Acinetobacter baumannii 3-409 GHC (ISAba1/blaOXA-51)
Acinetobacter baumannii ATCC 19606
Experimento
Etest®
Etest®
M icrodiluição em caldo 
PCR 
PCR
PCR; qPCR; Biofilme
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Tabela 2. Características das amostras testes avaliadas nos experimentos
Amostras Origem
Data de 
isolamento
Perfil de resistência
Genótipo de
Perfil PFGEb
Oxacilinasea
1 Aspirado traqueal 09/05/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
2 Aspirado traqueal 11/08/2011 CPM; CIP; GEN; IPM; TGC blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
3 Aspirado traqueal 19/08/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
4 Aspirado traqueal 29/08/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
5 Aspirado traqueal 14/10/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC blaOXA-51 + / blaOXA-23+ D
6 Aspirado traqueal 31/12/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
7 Aspirado traqueal 17/01/2012 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
8 Aspirado traqueal 11/02/2012 APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
9 Aspirado traqueal 17/03/2012 APS; CPM; CIP; TGC blaOXA-51 / blaOXA-23 C
10 Aspirado traqueal 03/05/2012 APS; CPM; CIP; IPM blaOXA-51+ / blaOXA-23+ B
11 Aspirado traqueal 19/06/2012 APS; CPM; CIP; IPM; TGC blaOXA-51+ / blüOXA-23+ A
12 Aspirado traqueal 25/06/2012 AMI; APS; CPM; CIP; IPM; TGC blãOXA-5\+ / blaOXA-23+ C
13 Aspirado traqueal 02/02/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC blaOXA-5\+ / blaOXA-23+ A
14 Aspirado traqueal 27/06/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC blaOXA-5\+ / blaOXA-23+ G
15 Superfície 18/10/2011 APS; CPM; GEN; IPM; TGC blaOXA-5\+ / blaOXA-23+ H
16 Superfície 18/10/2011 APS; CPM; GEN; IPM; TGC blaOXA-51+ / blaOXA-23+ H
17 Superfície 18/10/2011 APS; CPM; GEN; IPM; TGC blaOXA-51+ / blaOXA-23+ H
18 Superfície 07/02/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC blaOXA-51+ / blaOXA-23+ G
19 Superfície 15/02/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC blaOXA-51+ / blaOXA-23+ H
20 Superfície 11/05/2012 APS; CPM;IPM blaOXA-51+ / blaOXA-23+ E
21 Aspirado traqueal 22/02/2012 CPM; CIP; TGC blaOXA-51+ / blaOXA-23 G
22 Aspirado traqueal 10/01/2012 CPM; CIP; TGC blaOXA-51+ / blaOXA-23 F
23 Aspirado traqueal 26/12/2011 APS; CPM; CIP; TGC blaOXA-51+ / blaOXA-23 G
aTodas amostras negativas para os genes bla0XA-24, bla0XA-58e bla0XA-143;bPFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis; AMI, amicacina; APS, ampicilina-sulbactam; 
CPM, cefepime ; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina; IPM, Imipenem; MER, meropenem; TGC, Tigeciclina.
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3.2 Definições
Acinetobacter baumannii multirresistente (MDR): resistência a pelo menos um agente 
antimicrobiano dentro de 3 ou mais categorias: Aminoglicosídeos (gentamicina, 
tobramicina,amicacina e netilmicina), Carbapenêmicos antipseudomonas (imipenem, meropenem e 
doripenem), Fluorquinolonas antipseudomonas (ciprofloxacino e levofloxacino), Penicilinas 
antipseudomonas/Inibidores de P-lactamases (piperacilina-tazobactam, ticarcilina-ácido 
clavulânico), Cefalosporinas de espectro ampliado (cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidima e 
cefepime), Inibidores da via do Folato (sulfametoxazol-trimetoprima), Penicilinas/Inibidores de P- 
lactamases (ampicilina-sulbactam), Polimixinas (colistina e polimixina B), Tetraciclinas 
(tetraciclina, doxiciclina, minociclina) (MAGIORAKOS et al., 2012) (ANEXO I).
Acinetobacter baumannii extensivamente resistente (XDR): resistência a pelo menos um agente 
antimicrobiano incluindo todas as categorias mencionadas, podendo ser excluída até duas categorias 
(MAGIORAKOS et al., 2012) (ANEXO I).
Dose Diária Definida de antimicrobiano por 1000/pacientes-dia (DDD/1000 pacientes-dia)
Foram selecionados para cálculos das densidades de uso por 1000 pacientes/dia os seguintes 
antibióticos: Imipenem, Meropenem, Tigeciclina e Polimixina B/Colistina, conforme 
recomendando pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2000). A densidade de uso (DDD por 
1000 pacientes-dia) foi obtida pela fórmula:
DDD = Consumo de antibióticos em gramas 
Dose diária definida (NNIS, 2004)
DDD/1000 pacientes-dia = ______ DDD_________x 1000
N° de pacientes-dia
* • 1 •Pacientes-dia: P x L x T
P = Período de tempo em observação, em dias.
L = Leitos disponíveis na unidade.
T = índice de ocupação no tempo considerado (%).
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Para o cálculo do DDD, o relatório de consumo dos antimicrobianos na UTI de Adultos foi 
obtido na farmácia do HC-UFU.
3.3 Confirmação da resistência à tigeciclina e carbapenêmicos por Etest®
As 23 amostras de A. baumannii foram testadas pelo método de Etest® (bioMérieux, 
Durham, NC, USA), para determinar a concentração inibitória mínima (CIM) para os 
carbapenêmicos (imipenem e meropenem) e tigeciclina. Uma suspensão de cada amostra de A. 
baumannii em caldo Tryptic Soy Broth (TSB), ajustada à escala 0,5 de McFarland, foi semeada em 
placa de agar Mueller-Hinton com auxílio de swab de modo a obter crescimento confluente. 
Quando a superfície do ágar estava completamente seca foram aplicadas as fitas de Etest® e as 
placas incubadas a 37°C por 24 horas. Os resultados foram analisados conforme as recomendações 
do CLSI (2015). Pela inexistência de dados sobre tigeciclina para Acinetobacter spp., foram usados 
os pontos de corte propostos pelo Food and Drug Administration (FDA) listados para 
Enterobacteriaceae, a saber: <2, 4 e >8pg/mL para amostras suscetíveis, intermediárias e resistentes, 
respectivamente. Amostras de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 
25922 foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.
3.4 Detecção de resistência à tigeciclina pela técnica de Microdiluição em caldo (MD)
As concentrações inibitórias mínimas (CIMs) foram determinadas para todas as 23 amostras, 
seguindo as normas padronizadas pelo CLSI (2015) e os pontos de corte propostos pelo FDA. O 
antimicrobiano tigeciclina (Tygacil®) foi dissolvido no diluente apropriado e, a partir da solução 
estoque, foram feitas diluições para obtenção da solução inicial adequada. O ensaio foi preparado 
em duplicata em diferentes períodos de tempo. 100pL do antimicrobiano preparado a uma 
concentração acima da concentração inicial desejada na microplaca de 96 poços, foi colocado na 
primeira coluna. Adicionalmente, 100pL de caldo Mueller-Hinton (CMH) foi pipetado em todos os 
demais poços, exceto os da primeira coluna. A seguir, foi realizada uma diluição seriada do 
antimicrobiano (256pg/mL -  0,125pg/mL), sendo pipetado 100pL do volume da primeira coluna e 
passada para os poços das colunas seguintes com homogeneização em todos os poços. Depois dessa 
etapa, foi adicionado 80pL de CMH em todos os poços e, por fim, 20pL das suspensões bacterianas 
preparadas segundo a escala 0,5 de McFarland. Após inoculação, as placas foram fechadas e 
incubadas a 35±2°C por 18 a 20 horas. Como controle de esterilidade foi utilizada uma coluna sem 
adição da suspensão bacteriana, e como controle negativo do ensaio foi utilizada a cepa ATCC
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29212. A leitura das microplacas foi realizada em local com boa iluminação, através de observação 
macroscópica do crescimento bacteriano.
3.5 Técnicas moleculares
As reações em cadeia da polimerase (PCRs) para os genes das sequências de inserção 
ISAba1, ISAba1/blaOxA-23-Hke e ISAba1/blaOXA-51, para os genes codificadores das proteínas de 
membrana externa (PME) de 29 kDa (carO) e 33-36kDa (pme33-36), e para os genes adeB, adeG e 
adeJ das bombas de efluxo AdeABC, AdeFGH e AdeIJK, respectivamente, foram feitas para as 23 
amostras incluídas no estudo, enquanto as técnicas de qPCR e MLST foram realizadas para 10 das 
23 amostras de acordo com os perfis clonais detectados pela técnica de Pulsed Field Gel 
Electrophoresis (PFGE).
3.5.1 Extração de DNA das amostras de A. baumannii
A extração por lise térmica foi realizada segundo o protocolo de Jin e colaboradores (2009), 
com pequenas modificações. Amostras de A. baumannii foram cultivadas overnight, a 37°C, em 
agar “Trypticase Soy Agar” (TSA) e 5 a 6 colônias foram transferidas para tubos eppendorf com 
500pL de água ultrapura e então vortexadas. A suspensão resultante foi então fervida a 100°C por 
10 min em banho-maria, o sobrenadante com DNA extraído transferido para outro tubo, 
quantificado por espectrofotometria (Nanodrop®) e conservado a -20°C até a utilização.
3.5.2 Detecção gênica do elemento de inserção ISAbal e das associações ISAbal/blaOXA-51 e 
ISAba1/b/aOXA-23-uke
Em todas as amostras incluídas no estudo para avaliar a presença do gene que codifica o 
elemento de inserção ISAba1 e das associações ISAba1/blaOXA-51 e ISAba1/blaOXA-23-like foram 
realizadas técnicas de PCR com primers consensos para cada gene, utilizando reagentes para um 
volume final de reação de 25pL, conforme descrito no quadro 1. Os primers utilizados nas reações 
estão listados na tabela 3.
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Quadro 1. Reagentes para realização da PCR
Reagentes Volume Concentração final
Produto da extração de DNA (10 ng/pL) 2 pL 0,4 ng/Ul
primer forward (10 pM) 0,75 pL 0,3 pM
primer reverse (10 pM) 0,75 pL 0,3 pM
GoTaq® Green Master Mix, 2x 12,5 pL 1x
Água ultrapura autoclavada q.s.p. 25 pL n.a.
Tabela 3. Primers utilizados para a amplificação dos genes ISAbal, ISAba1/b/aOXA-23-like e 
ISAbal/b/aOXA-51 na reação de PCR
Temperatura Tamanho do
Gene alvo Primer Sequência (5’ -  3’) anelamento amplicon
(°C) (pb)
ISÁbaf F CACGAATGCAGAAGTTG 51 549
R CGACGAAT ACT ATGACAC
ISAba1/b/aOXA-23-lik/
F
R
CACGAATGCAGAAGTTG
ATTTCTGACCGCATTTCCAT 53 1456
ISÁba1/b/aoxA-5i2
F
R
CACGAATGCAGAAGTTG
TGGATTGCACTTCATCTTGG
45 1107
'Segal et al., 2005; 2Turton et al., 2006; F = Forward; R = Reverse.
A amplificação foi realizada no termociclador Eppendorf Mastercycler®, programado de 
acordo com as seguintes condições: desnaturação inicial a 95°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos 
com desnaturação a 95°C por 30 segundos, anelamento à temperatura específica de cada primer por 
1 minuto, extensão a 72°C por 1 minuto e extensão final a 72°C por 5 minutos.
A eletroforese correu a 100V, por cerca de 60 minutos, em agarose 1,5%, no tampão de 
corrida TBE (Tris, Ácido bórico e EDTA) [0,5x]. O gel foi corado com 5pL de SYBER® Safe 
(Applied Biosystems®) para cada 100mL de tampão e fotografado utilizando o sistema de 
fotodocumentação L-Pix EX (Loccus Biotecnologia®).
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3.5.3 Detecção dos genes codificadores das proteínas da membrana externa (PME) de 29 kDa 
(carO) e 33-36kDa (pme33-36) por PCR
Os primers utilizados nas reações estão descritos na tabela 4. A amplificação, análise dos 
produtos da reação, eletroforese e documentação do gel foram realizadas como descrito 
anteriormente.
Tabela 4. Primers utilizados para amplificação dos genes das proteínas de membrana externa por
PCR
Gene alvo Primer Sequência (5’ -  3’)
Temperatura Tamanho do
anelamento (°C) amplicon (pb)
pme33-36 F CATCGATGGCACTAACATGG 60 175
R AGTGTGACCACCCCAAACAT
carü1 F CATATGAAAGTATTACGTGTTTTAGTG 55 750
R GGTACCTTACCAGTAGAAGTTTACACC
'Mostachio et al., 2012; 2Lu et al., 2009; F = Forward; R = Reverse.
3.5.4 Detecção dos genes adeB, adeG e adeJ das bombas de efluxo AdeABC, AdeFGH e 
AdeIJK por PCR multiplex
Os primers utilizados na reação estão descritos na tabela 5. A amplificação, análise dos 
produtos da reação, eletroforese e documentação do gel foram realizadas como descrito 
anteriormente.
Tabela 5. Primers utilizados para amplificação dos genes adeB, adeG e adeJ na reação de PCR
Gene alvo Primer Sequência (5’ -  3’)
Temperatura 
anelamento (°C)
Tamanho do 
amplicon (pb)
adeB 1 F TT AACGAT AGCGTTGT A 541R ACCTGAGCAGACAATGGAATAGT
adeG  2 F CTTGCATTTACGTGTGGTGT 52 201R GCTTTTCTACTGCACCCAAA
adeJ1 F ATTGCACCACCAACCGTAAC 463
R T AGCTGGATCAAGCCAGAT A
'Lin et al., 2009; 2Yoon; Courvalin; Grillot-Courvalin, 2013; F = Forward; R = Reverse.
3.5.5 qPCR (PCR Quantitativa em Tempo Real)
3.5.6 Quantificação da expressão gênica
Através da técnica de qPCR, utilizando-se os pares de primers descritos na tabela 6, foi 
realizada a quantificação da expressão dos genes adeB (AdeABC), adeG (AdeFGH) e adeJ
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(AdeIJK), que codificam componentes dos sistemas de efluxo da superfamília RND (Resistance 
Nodulation Division), e do gene codificador da PME de 29 kDa (carO), e comparados com a 
expressão da cepa A. baumannii ATCC 19606. O gene rpoB foi utilizado como controle endógeno 
da reação para normalização dos dados de expressão transcricional dos genes alvo. Previamente à 
reação foi realizado o teste de eficiência dos primers. Os ensaios foram realizados no Laboratório 
de Patologia Molecular e Biotecnologia (CREDESH -  UFU).
Tabela 6. Primers utilizados nas reações de qPCR
Gene Sistema de efluxo 
ou Proteína alvo
Prim ers Sequência (5’ -  3’)
adeB1 AdeABC adeB F CTTGCATTTACGTGTGGTGT
adeB R GCTTTTCTACTGCACCCAAA
adeG1 AdeFGH adeG F TTCATCTAGCCAAGCAGAAG
adeG R CCTGCTAATGGTAGGGTTAAG
adeJ1 AdeIJK adeJ F GGTCATTAATATCTTTGGC
adeJ R GGTACGAATACCGCTGTCA
carO2 PME 29kDa carO F GCAATGGCAGATGAAGC
carO R TAAAGCACCACCGTAACC
rpoB1 -- rpoB F TCCGCACGTAAAGTAGGAAC
rpoB R ATGCCGCCTGAAAAAGTAAC
'Yoon; Courvalin; Grillot-Courvalin, 2013; 2Cardoso et al., 2016.
3.5.7 Extração de RNA
O RNA total dos isolados foi obtido a partir de uma suspensão bacteriana na concentração 
de 1 x 109 células e extraído utilizando o PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies™), seguindo 
as recomendações do fabricante. A seguir, foram quantificadas em relação a sua concentração, 
expressa em ng/pL, através da medida de absorbância a 260 nm em espectrofotômetro 
(NanoDrop®), e, concomitantemente, foram analisadas quanto à pureza determinada pela razão 
A260/280, e aquelas que se situassem dentro do limiar entre 1,9 e 2,1 foram consideradas puras e 
armazenadas a -80 °C para posterior processamento e análise.
3.5.8 Síntese do cDNA
O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de um volume de 10pL do RNA total 
extraído, partindo de uma concentração de RNA de 12,5ng/pL e volume final de 30pL, utilizando o
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High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™), seguindo as instruções do 
fabricante. O volume final da reação de transcrição reversa foi de 20pL, sendo 2pL de tampão de 
reação da enzima, 0,8pL de dNTP, 2pL de primers randômicos, 1pL da enzima MultiScribe™ 
Reverse Transcriptase, 4,2pL de água livre de nuclease, 10pL de RNA.
O ciclo de temperaturas adotadas no termociclador Eppendorf Mastercycler® obedeceu às 
seguintes condições: anelamento inicial a 25°C por 10min, seguido de extensão a 37°C por 120min. 
As amostras foram então incubadas a 85°C por 5min para a inativação da enzima e mantidas à 4°C 
até a retirada do aparelho. O cDNA foi mantido a -20° C antes de prosseguir com o PCR 
quantitativo.
3.5.9 Reação de qPCR
A quantificação relativa da expressão dos genes estudados foi realizada pela técnica de 
qPCR, cujo princípio do método baseia-se na detecção da fluorescência no tubo de reação à medida 
que duplas fitas de DNA são geradas. A reação de PCR em tempo real foi preparada utilizando o 
kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™) para um volume final de 12,5pL, 
contendo 10pmol/pL de cada primer (anteriormente descritos na tabela 6) e 2pL do cDNA 
([1,25ng/pL]). As reações de amplificação foram realizadas em triplicata, em dois ensaios 
independentes, acompanhadas de um controle de ausência de contaminação de material genético, 
utilizando o termociclador 7300 Real Time PCR system (Applied Biosystems™), com a seguinte 
programação: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos por 95°C por 15 segundos, 60°C 
por 60 segundos. Após o alongamento final, as amostras foram submetidas à uma variação de 
temperaturas de 50 a 95°C, com um aumento gradual de 0,5°C/s para determinação da temperatura 
de dissociação, especificidade dos primers e possíveis produtos inespecíficos, garantindo a 
formação de um único produto (única sequência de DNA) de acordo com as informações técnicas 
do fabricante.
3.5.10 Análise da expressão gênica
Considerando uma eficiência de 100% dos primers, a expressão relativa dos genes-alvo foi 
obtida pelo método do Ct (threshold cycle) comparativo, também denominado delta delta Ct (2- 
AACt), segundo Pfaffl (2001) e Livak & Schmittgen (2001). Neste modelo matemático, o valor de 
ACt foi obtido pela subtração do valor de cada gene-alvo pelo valor da média de Ct do gene rpoB 
(controle interno); o valor de AACt foi obtido pela subtração do valor da média de Ct da amostra 
desconhecida pelo valor da média de Ct da amostra de referência (ATCC 19606). O valor da
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Quantificação Relativa final (QR) foi obtido pela elevação negativa do valor de AACt na base 2 (2" 
AACt). Dessa maneira, o resultado da expressão relativa indica quantas vezes um gene é expresso em 
uma amostra, em relação à expressão desse mesmo gene para a cepa utilizada como referência 
(ATCC 19606). Os sistemas de efluxo AdeABC, AdeFGH e AdeIJK foram considerados 
hiperexpressos quando os níveis transcricionais de adeB, adeG e adeJ foram pelo menos 4 vezes 
maiores em relação à expressão dos genes na amostra de referência ATCC 19606 (YOON; 
COURVALIN; GRILLOT-COURVALIN, 2013). A redução na expressão da porina carO foi 
considerada positiva quando sua expressão foi de > 2 vezes em relação à cepa ATCC 19606 
(FONSECA et al., 2013).
3.5.11 Caracterização das amostras bacterianas pela técnica de sequenciamento de múltiplos 
loci - Multilocus Sequence Typing (MLST)
As amostras de A. baumannii previamente avaliadas pela técnica de PFGE foram tipadas 
pela técnica de sequenciamento de MLST, segundo esquema desenvolvido pela Universidade de 
Oxford (https://pubmlst.org/abaumannii/) (BARTUAL et al., 2005). O método é baseado na 
amplificação e sequenciamento de fragmentos internos de 7 genes housekeeping de A. baumannii: 
Citrate synthase (gltA); DNA gyrase subunit B (gyrB); Glucose dehydrogenase B (gdhB); 
Homologous recombination factor (recA); 60-kDa chaperonin (cpn60); Glucose-6-phosphate 
isomerase (gpi); RNA polymerase sigma fator (rpoD).
A metodologia foi realizada seguindo orientações do website 
(https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers_Oxford.shtml). utilizando os primers e condições 
descritas na tabela 7. Os alelos e STs obtidos de cada amostra avaliada foram comparados com os 
alelos e STs de todas as linhagens disponibilizadas no banco de dados MLST para A. baumannii.
Tabela 7. Primers utilizados para amplificação e sequenciamento dos genes housekeeping para análise
por Multilocus Sequence Typing
Gene alvo1 Primer Sequência (5’ -  3’) Temperatura anelamento (°C)
Tamanho do 
amplicon (pb)
gltA Citrato F1 AATTT ACAGTGGCACATT AGGTCCC 61 722
Citrato R12 GCAGAGAT ACCAGCAGAGAT ACACG
gyrB gyrB_F
gyrB_R
TGAAGGCGGCTTATCTGAGT
GCTGGGTCTTTTTCCTGACA
55 594
gdhB gdhB sec F ACCACATGCTTTGTTATG 52 774gdhB sec R GTTGGCGTATGTTGTGC
recA RA1 CCTGAATCTTCYGGTAAAAC 57 425RA2 GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
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cpn60 cpn60_Fcpn60_R
GGTGCTCAACTTGTTCGTGA
CACCGAAACCAGGAGCTTTA 55 640
gpi
gpi_F
gpi_R
GAAATTTCCGGAGCTCACAA
TCAGGAGCAATACCCCACTC
55 456
rpoD rpoD-F ACCCGTGAAGGTGAAATCAG 55 672
rpoD-R TTCAGCTGGAGCTTTAGCAAT
‘Referências dos primers MLST: Universidade de Oxford. Disponível em Acinetobacter baumannii MLST website: 
(https://pubmlst.org/ abaumannii/).
3.5.12 Purificação e sequenciamento
Após a amplificação dos genes housekeeping, realizou-se uma segunda eletroforese em gel 
de agarose. Depois da visualização das bandas correspondentes, estas foram recortadas do gel com 
auxílio de um bisturi, e submetidas ao procedimento de purificação utilizando-se o kit Wizard® SV 
Gel and PCR Clean-Up System (Promega).
O sequenciamento genético foi realizado pela empresa ACTGene Análises Moleculares 
LTDA, utilizando de 30 a 60 ng do DNA obtido após purificação. Os resultados foram analisados 
utilizando o programa Geneious 9.1.3 e comparados com os dados disponíveis no website 
https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers Oxford.shtml. A construção dos grupos de
similaridade entre os STs foi realizada pelo goeBURST (diponível em:
http://goeburst .phyloviz. net/).
3.6 Avaliação da produção de Biofilme
Os ensaios de produção de biofilme foram realizados com sete amostras clínicas (pulsotipos 
A, B, C, D, F, G) e três ambientais (pulsotipos E, G, H) selecionadas de acordo com os diferentes 
perfis clonais obtidos previamente através da técnica de PFGE. Como controle positivo foi utilizada 
a cepa A. baumannii ATCC 19606 e como controle negativo apenas o meio de cultura sem inóculo 
bacteriano. A pesquisa de biofilme foi realizada segundo o protocolo proposto por Rodríguez-Bano 
e colaboradores (2008) com algumas modificações, conforme descrito abaixo. Todos os 
experimentos foram realizados em tréplica e em 3 ensaios independentes.
3.6.1 Preparação do inóculo bacteriano
Uma colônia bacteriana de cada amostra teste de A. baumannii foi suspensa em 20 mL de 
caldo TSB, seguindo-se incubação a 37°C, durante 18 horas (overnight), sob agitação a 120 rpm.
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3.6.2 Ensaio de adesão à superfície inerte
A suspensão celular obtida pelo crescimento overnight (~109 células/mL) foi lavada duas 
vezes em solução salina estéril (20mL NaCl 0,9%, 7800 rpm, 10 minutos) e diluída para uma 
concentração celular de aproximadamente 107 células/mL em caldo TSB. 200 pL dessa suspensão 
de células foram transferidas para microplaca de poliestireno estéril com 96 poços, utilizando-se 3 
poços para cada amostra testada. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C sob agitação a 120 
rpm. Após o período de adesão, os poços foram raspados para remoção das células aderidas 
(scrapping). Diluições seriadas foram realizadas e as suspensões celulares plaqueadas em agar TSA 
para enumeração das células.
3.6.3 Contagem de células viáveis no biofilme
Foram realizados dois ensaios diferentes para formação de biofilme, um para enumeração de 
células viáveis do biofilme e outro para quantificação de biomassa. A suspensão celular obtida pelo 
crescimento overnight (~109 células/mL) foi diluída para uma concentração celular de 
aproximadamente 107 células/mL. Para cada amostra, 200 pL dessa suspensão de células foi 
inoculada em 3 poços da microplaca de poliestireno estéril. Após 24 horas de incubação, os poços 
foram raspados para remoção das células aderidas (scrapping) por tempo determinado (1 minuto e 
30 segundos). Diluições seriadas foram realizadas e as suspensões celulares plaqueadas em Agar 
TSA para enumeração das células.
3.6.4 Produção de biomassa
Para os ensaios de quantificação de biomassa por cristal violeta, cada bactéria teste foi 
inoculada em 8 poços da placa. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob agitação a 120 
rpm. Os biofilmes foram lavados duas vezes com solução salina estéril e, em seguida, os poços 
foram preenchidos com metanol por 15 minutos para fixação do biofilme. Após esse período, o 
metanol foi descartado e as placas secas em posição invertida à temperatura ambiente. Em seguida, 
200 pL de uma solução de cristal violeta 1% foram adicionados em cada poço por 5 minutos. Os 
poços foram lavados vigorosamente com água destilada estéril e secos à temperatura ambiente. 200 
pL de solução de ácido acético 33% foram adicionados a cada poço para solubilizar o corante. A 
microplaca foi incubada por 10 minutos. 100 pL da solução de cristal violeta solubilizada foram 
transferidos para nova placa e a absorbância avaliada em leitor de microplacas a 570 nm com 
solução de ácido acético 33% como branco.
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3.6.5 Classificação do biofilme
Após o experimento de quantificação da biomassa por cristal violeta, as amostras foram 
classificadas nas categorias de não produtor, fraco produtor, moderado produtor e forte produtor de 
biofilme, de acordo com os critérios descritos por Saxena e colaboradores (2014) (Tabela 8).
Tabela 8. Critérios para classificação da produção de biofilme
Valor médio da DO Produção de Biofilme
DO;1 < DOc2 Não produtor
DOC < DO; < 2 x DOc Fraco produtor
2 x DOc < DO; < 4 x DOc Moderado produtor
4 x DOc < DO; Forte produtor
Valor de cut-off da densidade ótica (DO): média da DO controle negativo + 3x 
desvio padrão; 1DOi da amostra; 2DOc do controle negativo.
3.6.6 Formação de biofilme em esferas de vidro e análise por Microscopia Eletrônica de 
Varredura (MEV)
As amostras Ab13, clínica, e Ab15, ambiental, foram selecionadas para a análise da 
arquitetura dos biofilmes bacterianos em esferas de vidro por MEV, após resultados individuais nos 
ensaios de adesão e formação de biofilme em placas de poliestireno.
Seguiu-se o mesmo procedimento do ensaio de formação de biofilme, porém, para MEV, 
foram inseridas duas esferas de vidro padronizadas de 0,5 cm de diâmetro para cada amostra, uma 
por poço. Após formação de biofilme, as esferas foram fixadas em solução de 
glutaraldeído/paraformaldeído 2,5% a 4°C por 18 horas; lavadas em solução PBS (pH 7,4) por três 
vezes; armazenadas em solução de tetróxido de ósmio 1% por 2 horas a temperatura ambiente; 
lavadas novamente em solução PBS (pH 7,4) por três vezes; desidratadas em álcool 30%, 40%, 
50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100% (3 vezes), por 20 minutos cada, à temperatura ambiente, e em 
seguida levadas ao procedimento de secagem (ponto crítico). As esferas foram metalizadas com 
ouro na espessura de 20 nm, visualizadas e fotografadas utilizando o microscópio eletrônico de 
varredura CARL ZEISS MOD EVO MA10 disponível no Laboratório de Microscopia da Faculdade 
de Engenharia Química da UFU (FEQ-UFU).
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3.7 Sequenciamento e montagem do genoma
O sequenciamento completo do genoma foi realizado em uma amostra clínica (clone A) e 
uma ambiental (clone H) de A. baumannii.
3.7.1 Preparo do DNA genômico e sequenciamento
Inicialmente, a extração de DNA das amostras selecionadas foi realizada através do kit 
comercial PureLink® Genomic DNA mini Kit -  Invitrogen (Applied Biosystems by Life 
Technologies Co, Foster City, CA, USA), conforme as instruções do fabricante. O sequenciamento 
foi realizado a partir da plataforma NextSeq 500 (Illumina) utilizando leituras paired-end de 150 pb 
no Centro de Facilidades de Apoio à Pesquisa (CEFAP-GENIAL) do Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São Paulo.
3.7.2 Montagem dos dados
Os arquivos gerados a partir do sequenciamento foram submetidos a uma montagem de 
novo (sem o uso de um genoma de referência) utilizando os programas Geneious 9.1.3 e Velvet 
5.0.1, gerando sequências contíguas (contigs) que foram avaliadas usando métricas clássicas 
descritas por Salzberg e colaboradores (2012).
Os contigs foram comparados com dados genômicos do banco de nucleotídeos não 
redundante do NCBI, a partir do algoritmo megablast do programa BLAST 2.2.28 (ALTSCHUL et 
al., 1990). Além disso, foi possível identificar contaminantes e separar produtos pertencentes ao 
cromossomo e/ou plasmídeos, baseando-se no melhor Hit de BLAST e gerando conjuntos de 
contigs. Posteriormente, foi aplicada a metodologia híbrida descrita por Cerdeira e colaboradores 
(2011), com modificações.
3.7.3 Análises in silico
A metodologia in silico foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Cerdeira e 
colaboradores (2011), e se baseia no tratamento de dados, montagem, anotação, validação da 
montagem, fechamento de gaps in silico de genomas bacterianos.
O Sequence Type das amostras foi determinado a partir de uma ferramenta on-line 
denominada MultiLocus Sequence Typing (MLST 1.8), acesso em 
https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/. Adicionalmente, os genes de resistências e virulência foram 
identificados utilizando-se a ferramenta on-line ResFinder 2.1 
(https://cge.cbs.dtu.dk7/services/ResFinder/) e VirulenceFinder 1.4
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(https://cge.cbs.dtu.dk//services/VirulenceFinder/), respectivamente. Foi determinado também o 
grupo de incompatibilidade do plasmídeo por comparação da sequência da origem de replicação 
com o banco de dados depositados no NCBI utilizando-se o algoritmo BLASTn do BLAST em 
conjunto com o PlasmidFinder. Regiões contendo repetições invertidas, elementos móveis e origem 
de replicação do plasmídeo, foram identificadas usando o programa Geneious 9.1.3 e o programa 
ISFinder.
A anotação automática dos genomas foi inicialmente realizada utilizando-se o Geneious 
9.1.3, e os dados finais do genoma foram submetidos e anotados por um banco de dados de domínio 
público (NCBI de genomas bacterianos).
3.8 Comitê de ética
As amostras de A. baumannii utilizadas nesse estudo fazem parte da coleção do Laboratório 
de Microbiologia Molecular, com aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UFU sob o número 
de protocolo 228/11 (Anexo II).
3.9 Análise estatística
A análise estatística foi realizada através do software GraphPad Prism 5.0®. Os ensaios 
quantitativos foram comparados por meio de análise de variância simples (One way ANOVA) ou 
pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando como pós-testes os testes de comparação múltipla de 
Bonferroni ou Dunn's, quando apropriado. Todos os testes foram realizados com intervalo de 
confiança de 95% e foi considerado significativo quando p<0,05.
4- RESULTADOS
Durante o período de maio de 2011 a junho de 2012, foram selecionadas aleatoriamente 23 
amostras de A. baumannnii, 17 recuperadas de aspirado traqueal de 16 pacientes com PAV por A. 
baumannii internados na UTI de Adultos do HC-UFU e seis de superfícies ambientais (mesa de 
cabeceira, n=1; grade da cama, n=5). Dezenove amostras foram resistentes e quatro sensíveis aos 
carbapenêmicos. Os resultados preliminares estão resumidos na figura 1.
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Figura 1. Organograma representativo dos testes realizados nas amostras clínicas e de ambiente de A. baumannii. 
#Hiperexpressão de adeB.
As características das amostras utilizadas no estudo estão descritas na Tabela 2. Observou-se 
que todas apresentaram o gene b/aOXA_5i, utilizado como marcador taxonômico de espécie, e 20, das 
23 amostras analisadas, apresentaram o gene b/aOXA-23. Entre as 23 amostras submetidas 
previamente à técnica de PFGE (ROYER et al., 2015), foram identificados oito genótipos (A -  H), 
sendo o genótipo A (n=9; 52,9% das amostras clínicas) e o H (n=4; 66,6% das amostras de 
ambiente) os mais frequentes.
Baseado nos testes de sensibilidade aos antibióticos, nove antibiotipos (Ri-R9) foram 
determinados entre as 23 amostras, com seis classificadas como do antibiotipo R i e sete do 
antibiotipo R6, todas correspondentes com o perfil XDR. No total, a maioria (18/23; 78,3%) das 
amostras apresentaram-se como XDR (Tabela 9).
A tabela 10 caracteriza as amostras de A. baumannii quanto aos seus determinantes de 
resistência, incluindo a presença dos genes de oxacilinases e sua associação ou não com a sequência
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de inserção ISAbal, presença dos genes para porinas e bombas de efluxo, além da Concentração 
Inibitória Mínima (CIM) para carbapenêmicos (imipenem/meropenem) e tigeclicina através da 
metodologia do Etest®. A maioria (6/7; 85,7%) das amostras classificadas como do antibiotipo R6 
apresentaram todos os genes de resistência avaliados. A presença da sequência de inserção ISAbal 
foi frequente, presente em 78,3% (18/23) das amostras testadas. A associação ISAba1/OXA-51 e 
ISAbal/OXA-23 foi observada em 21 (91,3%) e em 12 (52,2%) amostras, respectivamente. Todas 
as amostras ambientais analisadas apresentaram o elemento de inserção ISAbal ligado tanto ao 
gene blaOXA-51 quanto ao gene blaOXA-23.
Foi detectada por PCR a presença dos genes das PME, carO e pme33-36, com frequências 
de 82,6% (19/23) e 100%, respectivamente. A presença dos genes que expressam as bombas de 
efluxo AdeABC (adeB), AdeFGH (adeG) e AdeIJK (adeJ) foi evidenciada em todas as amostras 
analisadas (Tabela 10).
De acordo com os perfis de resistência liberados pelo sistema automatizado VITEK 2®, 
apesar de cinco amostras não apresentarem CIM para meropenem por essa técnica, podemos 
confirmar que 14 amostras clínicas comportaram-se como resistentes aos carbapenêmicos, 
considerando o resultado para o imipenem, enquanto três foram sensíveis (Tabela 11). Esses 
resultados foram confirmados pela técnica de Etest®, exceto para a amostra 9/AT. As seis amostras 
de ambiente foram resistentes aos carbapenêmicos, com CIMs muito elevadas. Comparando os 
resultados obtidos nos dois testes para tigeciclina, as amostras analisadas pelo VITEK 2® 
mostraram discrepância em 10 deles, ou seja, o resultado foi liberado como sensível pelo VITEK 
2®, mas foram resistentes pelo Etest®. A fim de confirmar esses resultados, foi realizada a 
microdiluição em caldo (MD) para tigeciclina, teste considerado padrão outro, e todas as amostras 
foram classificadas como resistentes a este antimicrobiano (Tabela 11).
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Tabela 9. Origem e características das amostras de A. baumannii, contendo a classificação de acordo com o resistograma e o fenótipo MDR e XDR
Amostras Origem
Data de 
isolamento
Perfil de resistência Resistograma XDRa/MDRb
Genótipo de 
Oxacilinasec
Perfil PFGEd
1 Aspirado traqueal 09/05/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
2 Aspirado traqueal 11/08/2011 CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R4 XDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
3 Aspirado traqueal 19/08/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
4 Aspirado traqueal 29/08/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
5 Aspirado traqueal 14/10/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ D
6 Aspirado traqueal 31/12/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
7 Aspirado traqueal 17/01/2012 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
8 Aspirado traqueal 11/02/2012 APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R2 XDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
9 Aspirado traqueal 17/03/2012 APS; CPM; CIP; TGC R7 MDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ C
10 Aspirado traqueal 03/05/2012 APS; CPM; CIP; IPM; TIG R5 XDR blaoxA-51 + / blaoxA-23 + B
11 Aspirado traqueal 19/06/2012 APS; CPM; CIP; IPM; TGC R5 XDR blaOXA-51 + / blaOXA-23+ A
12 Aspirado traqueal 25/06/2012 AMI; APS; CPM; CIP; IPM; TGC R3 XDR blaOXA-51+ / blaOXA-23+ C
13 Aspirado traqueal 02/02/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blaOXA-51+ / blaOXA-23+ A
14 Aspirado traqueal 27/06/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blaOXA-51+ / blaOXA-23+ G
15 Superfície 18/10/2011 APS; CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blaOXA-5\+ / blaOXA-23+ H
16 Superfície 18/10/2011 APS; CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blaOXA-5\+ / blaOXA-23+ H
17 Superfície 18/10/2011 APS; CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blaOXA-51+ / blaOXA-23+ H
18 Superfície 07/02/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blaOXA-51+ / blaOXA-23+ G
19 Superfície 15/02/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blaOXA-51+ / blaOXA-23+ H
20 Superfície 11/05/2012 APS; CPM; IPM; TIG R8 MDR blaOXA-51+ / blaOXA-23+ E
21 Aspirado traqueal 22/02/2012 CPM; CIP; TGC R9 NÃO-MDR blaOXA-51+ / blaOXA-23 G
22 Aspirado traqueal 10/01/2012 CPM; CIP; TGC R9 NÃO-MDR blaOXA-51+ / blaOXA-23 F
23 Aspirado traqueal 26/12/2011 APS; CPM; CIP; TGC R7 MDR blaOXA-51+ / blaOXA-23 G
aMDR, multirresistente; bXDR, extensivamente resistente; cTodas amostras negativas para os genes blaOxA-24, blaOXA-58 e blaoxA-143; d PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis. AMI, amicacina;
APS, ampicilina-sulbactam; CPM, cefepime ; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina; IPM, Imipenem; MER, meropenem; TGC, Tigeciclina.
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Tabela 10. Caracterização molecular dos determinantes de resistência e avaliação das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) para carbapenêmicos e tigeclicina 
em 23 amostras de A. baumannii, recuperadas de aspirado traqueal e ambiente, da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de adultos, do Hospital de Clínicas da 
Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU)
Amostras3/
Origem Genes de resistência Genes de porinas
Genes de 
bombas de 
efluxo
CIM Vg/mL)
IPMc/MERd
CIMb(pg/mL)
TGCe
CIMf(pg/mL)
TGC
Perfil de 
PFGEg
13/ATh blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 >256 64 A
15/SP1J blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 96 64 H
17/SPk blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 48 64 H
20/SPk blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 24 64 E
2/AT blaOXA-51; blaOXA-23. ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 24/>32 >256 64 A
16/SPk blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 24/>32 96 64 H
18/SPk blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 16/>32 64 64 G
19/SPk blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 12/32 48 64 H
1/AT blaOXA-51; blaOXA-23 ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 12/16 >256 64 A
9/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 4/3 8 64 C
5/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 8/12 48 64 D
3/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 >256 64 A
12/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-5l 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 24 64 C
8/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 24/32 64 64 A
6/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 16/24 256 64 A
11/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 8/6 >256 64 A
14/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal/OXA-23 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 256 64 G
4/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 >256 64 A
10/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal/OXA-5l 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 32 32 B
7/AT blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal/OXA-5l 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 16/>32 24 32 A
23/AT blaOXA-51; ISAbal; ISAbal/OXA-5l 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 1/3 128 64 G
21/AT blaOXA-51; ISAbal; ISAbal/OXA-5l carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 0,75/3 6 64 G
22/AT blaOXA-51; ISAbal carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 3/6 8 64 F
aTodas amostras negativas para os genes blaOXA-24, blaOXA-58 e blaOXA-143; bConcentração Inibitória Mínima - Etest®; cImipenem (0,002 - 32pg/mL); dMeropenem (0,002 - 32pg/mL); 
eTigeciclina (0,016 - 256pg/mL); fConcentração Inibitória Mínima - Microdiluição em caldo (0,125 -  256pg/mL); 8Pulsed Field Gel Electrophoresis; hAT, Aspirado traqueal; ‘SP, Superfície; J, 
mesa de cabeceira; k, grade da cama.
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Tabela 11. Concentrações inibitórias mínimas (CIMs) para carbapenêmicos e tigeciclina obtidos através de análise pelo sistema automatizado VITEK 
2®, Etest® e microdiluição em caldo (MD), para amostras de A. baumannii de origem clínica e ambiental
Amostras Origem VITEK 2®/CIMíVg/mL) Etest®/CIMa(^g/mL) MDf/CIMa(^g/mL)Imipenem Meropenem Tigeciclina Imipenemc Meropenemd Tigeciclinae Tigeciclinag
1 Aspirado traqueal >16 ND >8 12 16 >256 64
2 Aspirado traqueal >16 ND ND 24 >32 >256 64
3 Aspirado traqueal >16 ND >8 >32 >32 >256 64
4 Aspirado traqueal >16 ND >8 >32 >32 >256 64
5 Aspirado traqueal >16 ND 2 8 12 48 64
6 Aspirado traqueal >16 >16 >8 16 24 256 64
7 Aspirado traqueal >16 >16 2 16 >32 24 32
8 Aspirado traqueal >16 >16 2 24 32 64 64
9 Aspirado traqueal >16 >16 2 4 3 8 64
10 Aspirado traqueal >16 >16 1 >32 >32 32 32
11 Aspirado traqueal >16 >16 ND 8 6 >256 64
12 Aspirado traqueal >16 >16 2 >32 >32 24 64
13 Aspirado traqueal >16 >16 ND >32 >32 >256 64
14 Aspirado traqueal >16 >16 2 >32 >32 256 64
15 Superfície -- -- -- >32 >32 96 64
16 Superfície -- -- -- 24 >32 96 64
17 Superfície -- -- -- >32 >32 48 64
18 Superfície -- -- -- 16 >32 64 64
19 Superfície -- -- -- 12 32 48 64
20 Superfície -- -- -- >32 >32 24 64
21 Aspirado traqueal <1 1 2 0,75 3 6 64
22 Aspirado traqueal 4 4 1 3 6 8 64
23 Aspirado traqueal <1 1
-X _ /.._T X. dl
2 1 3 128
. . /.T v t ; m ,  T- ... .1-1..
64
aCIM, concentração inibitória mínima; ‘’ND, não determinado; cImipenem (0,002 - 32^g/mL); dMeropenem (0,002 - 32^g/mL); eTigeciclina (0,016 - 256^g/mL); fMD, Microdiluição em caldo, g(0,125 -  
256^g/mL).
47
Os dados de consumo de Imipenem, Meropenem, Tigeciclina e Polimixina B/Colistina, na 
UTI de Adultos do HC-UFU, expressos como Dose Diária Definida (DDD) por 1000 pacientes-dia, 
no período de janeiro de 2011 a dezembro de 2012 estão na tabela 12. O consumo destes 
antibióticos, durante o período investigado, variou nos intervalos avaliados, entretanto, o uso de 
meropenem, tigeciclina e polimixina B/colistina aumentaram consideravelmente a partir de agosto 
de 2012, o que não foi observado para o imipenem.
Tabela 12. Dados de consumo dos antibióticos Imipenem, Meropenem, Tigeciclina e Polimixina 
B/Colistina, na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de Adultos do Hospital de Clínicas da 
Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU), expressos como Dose Diária Definida (DDD) por 
1000 pacientes-dia, no período de janeiro de 2011 a dezembro de 2012
DDD/1000 pacientes-dia
Mês/Ano
Imipenem Meropenem Tigeciclina Polimixina B/ Colistina
janeiro/11 52,4 98,7 0,0 45,5
fevereiro/11 83,3 54,2 7,1 25,4
março/11 50,8 91,1 20,4 14,7
abril/11 35,8 71,7 0,0 3,0
maio/11 43,3 76,6 16,7 41,9
junho/11 59,4 78,3 5,6 15,2
julho/11 41,4 158,6 2,7 39,8
agosto/11 90,1 168,0 5,4 19,0
setembro/11 51,1 101,9 27,2 50,7
outubro/11 98,1 218,5 28,0 41,6
novembro/11 96,4 162,2 0,0 8,1
dezembro/11 130,9 94,1 7,5 24,7
janeiro/12 163,2 157,8 0,0 37,3
fevereiro/12 64,0 156,5 0,0 39,7
março/12 99,5 117,7 20,4 34,0
abril/12 85,3 83,3 52,8 44,8
maio/12 112,1 92,7 32,8 68,8
junho/12 28,3 83,1 11,7 19,6
julho/12 82,0 187,9 0,0 51,2
agosto/12 115,9 269,9 31,2 103,6
setembro/12 53,9 206,4 63,3 105,2
outubro/12 78,2 256,5 102,2 76,7
novembro/12 61,1 204,7 86,7 55,6
dezembro/12 55,9 184,7 66,7 22,2
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A distribuição espacial/temporal das 23 amostras recuperadas de A. baumannii da UTI de 
Adultos, com base nos perfis clonais, é apresentada na figura 2, assim como as demais amostras 
clínicas e de superfície não tipadas por PFGE, mas resistentes aos carbapenêmicos. Observou-se 
uma frequência maior de amostras resistentes aos carbapenêmicos associadas à PAV na UTI I e II 
quando comparadas com as demais, assim como na distribuição dos clones. O clone dominante 
detectado (clone A) estava disseminado em toda a UTI, independente da data do isolamento.
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D ,1 4 /1 0 /1 1
H 18/10/11*
G, 2 2 /0 2 /1 2.11/02/12
* H, 15/02/12 §Leito 23 L e i to  31 7 /0 4 /1 2Leito 22 C, 1 7 /0 3 /1 2
A, 0 9 /0 5 /1 1Leito 15
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Leito 19
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A, 1 9 /0 8 /1 1
A. 3 1 /1 2 /1 1
. D „ UTI-4
Leito 28 L L L UC. 2 5 /0 6 /1 2
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*H, 3 am ostras de superfície, recuperadas de locais d istin tos: m esa de cabeceira (1) e grade
da cama 12)
§ am ostras de superfície=grade da cama
HOSPITAL DE CLINICAS DE UBERLÂNDIA PLANTA QUARTO PAVIMENTO
ARQUITETURA HOSPITALAR BLOCO 4D-UTI ADULTO ESCALA ISCO
Figura 2. Planta baixa da UTI de Adultos do HC-UFU. Os clones obtidos estão apresentados em cores diferentes e listados a partir da data de isolamento 
da amostra no respectivo leito do paciente. Também, estão incluídas amostras clínicas e de ambiente/superfície, não tipadas por PFGE, mas resistentes 
aos carbapenêmicos.
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De acordo com os perfis clonais obtidos através da técnica de PFGE (clones A -  H), 
representativos de amostras clínicas e ambientais, foram selecionadas dez amostras de A. baumannii 
para as análises por PCR em tempo real (qPCR), análise fenotípica da produção de biofilme e 
MLST, cujas características estão apresentadas na tabela 13.
Através da técnica de qPCR, foi realizada a quantificação da expressão dos genes adeB 
(AdeABC), adeG (AdeFGH) e adeJ (AdeIJK), que codificam componentes dos sistemas de efluxo 
da superfamília RND (Resistance Nodulation Division), e do gene codificador da PME de 29 kDa 
(carO), e comparados com a expressão da cepa A. baumannii ATCC 19606. A expressão gênica 
relativa das amostras testadas em comparação à de referência está demonstrada na tabela 14 e na 
figura 3. Na tabela 14, baseado no nível de transcrição determinado como cut-off para a 
hiperexpressão das bombas de efluxo e da porina, observou-se que somente o gene adeB, que 
codifica a produção da bomba de efluxo AdeABC, foi considerado hiperexpresso porque apresentou 
nível de transcrição 4 vezes maior em relação ao observado para o gene na amostra de referência. 
Houve diferença significativa nos níveis de expressão da maioria das amostras em relação ao gene 
adeB (figura 3B), o contrário observado quando da análise dos genes carO, adeG, e adeJ (figuras 
3A, 3C e 3D).
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Tabela 13. Características das 10 amostras de A. baumannii selecionadas para análises por qPCR, produção de Biofilme e MLST
Amostra Origem
Perfil
PFGEa
MDRb/XDRc Genes de resistência Genes de porinas
Genes de 
bombas 
de efluxo
CIM Vg/mL)
IPMe/MERf
CIMg(pg/mL)
TGCh
5 Aspirado traqueal D XDR blaOXA-51; blaOXA-23; ISAba1/OXA-23; ISAba1/OXA-51 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 8/12 48
9 Aspirado traqueal C MDR blaOXA-51; blaOXA-23; ISAbal; ISAba1/OXA-23; ISAba1/OXA-51 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 4/3 8
10 Aspirado traqueal B XDR blaoxA-51; blaOXA-23; ISAba1/OXA-51 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 32
12 Aspirado traqueal C XDR blaOXA-51; blaOXA-23- ISAba1; ISAba1/OXA-51 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 24
13 Aspirado traqueal A XDR blaOXA-5i; blaOXA-23; ISAba1; ISAba1/OXA-23; ISAba1/OXA-51 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 >256
15 Superfície H XDR blaOXA-5i; blaOXA-23; ISAba1; ISAba1/OXA-23; ISAba1/OXA-51 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 96
18 Superfície G XDR blaOXA-51; blaOXA-23; ISAba1; ISAba1/OXA-23; ISAba1/OXA-51 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 16/>32 64
20 Superfície E MDR blaOXA-51; blaOXA-23; ISAba1; ISAba1/OXA-23; ISAba1/OXA-51 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 24
21 Aspirado traqueal G Não-MDR blaOXA-51; ISAba1; ISAba1/OXA-51 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 0,75/3 6
22 Aspirado traqueal F
b»
Não-MDR blaOXA-51; ISAba1 carO; 33-36kDa adeB; adeG; adeJ 3/6
f. T_______  ^  ^
8
gConcentração Inibitória Mínima - Microdiluição em caldo; hTigeciclina (0,125 - 256pg/mL).
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Tabela 14. Expressão gênica relativa dos genes adeB, adeG, adeJ e carO nas 10 
amostras de A. baumannii em comparação à expressão dos genes na cepa de 
referência ATCC 19606, analisadas através de qPCR. Ensaios realizados em 
triplicata, em dois experimentos independentes.
Amostra Gene
adeB* adeG* adeJ* carO#
ATCC 19606 1,027 1,003 1,013 1,036
Ab 05 49,76 0,7633 0,6883 0,8767
Ab 09 57,14 0,7633 0,495 0,8333
Ab 10 9,99 0,9417 1,733 0,9017
Ab 12 56,64 0,835 0,8625 0,8825
Ab 13 51,14 0,8 1,315 0,885
Ab 15 46,42 0,7025 0,988 0,772
Ab 18 54,97 0,8317 1,37 0,6067
Ab 20 8,508 0,925 1,582 0,9117
Ab 21 57,47 0,695 1,332 0,866
Ab 22 17,17 0,7467 1,078 0,89
*Hiperexpressão com nível de transcrição > 4 vezes em relação ao observado para o gene na 
amostra de referência ATCC 19606. #Redução de expressão com nível de transcrição > 2 vezes em 
relação à cepa ATCC 19606.
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Figura 3. Expressão gênica relativa do gene carO e dos genes relacionados às três bombas de efluxo 
(AdeABC, AdeFGH e AdeIJK), determinada por qPCR. Os resultados são apresentados em relação à 
cepa ATCC 19606 utilizada como referência. Cada amostra foi testada em triplicata, em dois ensaios 
independentes. Resultados representam médias com desvio padrão (barras de erro). *p<0,01; 
**p<0,001, ***p<0,0001, no teste One-way ANOVA e comparação múltipla de Bonferroni.
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Para rastrear a origem das 10 amostras de A. baumannii, a tipagem de sequências multilocus 
dessas cepas foi realizada utilizando o esquema da Universidade de Oxford (PubMLST). A tabela 15 
mostra as combinações dos conjuntos de alelos de cada um dos sete loci analisados, definindo os STs. A 
análise dos diferentes alelos mostrou que as amostras pertencentes ao mesmo complexo clonal (CC) 
variaram apenas no locus gpi, sendo consideradas single-locus variant. A partir da análise dos alelos 
foi construída a figura 4, que mostra a população snapshot dos STs de A. baumannii descritos até o 
momento, evidenciando a similaridade entre eles e a indicação daqueles detectados neste estudo, 
bem como de seus respectivos CCs.
De acordo com o MLST foram determinados oito STs e cinco CCs, distribuídos da seguinte 
maneira: 1) CC113, ST227 (n=2), ST233(n=1) e ST258 (n=1), 2) CC229, STs 1399 e 1489, 3) 
CC109, ST 405 (n=2), 4) ST/CC235 e 5) ST/CC231. O ST 1399 é descrito pela primeira vez neste 
estudo e foi depositado no banco de dados do MLST, disponível no endereço eletrônico: 
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst abaumannii oxford seqdef, acesso em 22/03/17.
As três amostras do ambiente incluídas nesta análise pertenceram cada uma a complexos 
clonais distintos: CC229, CC113 e CC109. Os CCs 109 e 113 foram os únicos que apresentaram 
amostras com mesmo ST tanto de origem ambiental como de espécime clínico.
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Tabela 15. Conjunto de alelos de cada um dos sete loci analisados por MLST (esquema de Oxford), STs e CCs correspondentes
Amostra PFGEb
MLSTa (Oxford)
g ltA gyrB g d h B recA cnp60 gp i rpoD STc CCd
Ab 05 D 10 12 4 11 4 141 5 405 109
Ab 09 C 1 15 8 10 28 110 32 258 113
Ab 10 B 1 15 2 28 1 263 32 1399g 229
Ab 12 C 1 15 8 10 28 99 32 227 113
Ab 13 A 10 12 4 11 4 98 5 231 231
Ab 15e H 10 12 4 11 4 141 5 405 109
Ab 18e G 1 15 8 10 28 99 32 227 113
Ab 20e E 1 15 2 28 1 283 32 1489 229
Ab 21f G 1 15 8 10 28 106 32 233 113
Ab 22f F 1
■b
69 90 2
■d
1 79
f
30 235 235
ST descrito e depositado no banco de dados do MLST, esquema de Oxford, para A. baumannii (https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst abaumannii oxford seqdef).
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Figura 4. Diagrama construído utilizando o algoritmo goeBURST e visualizado no software Phyloviz (PHYLOVIZ Online) indicando a similaridade entre os 
Sequence Types (STs). Os Complexos Clonais (CCs) e os STs observados no presente estudo estão ampliados e destacados por cores.
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Na avaliação da formação de biofilme, todas as cepas estudadas foram capazes de aderir às 
placas de poliestireno, entretanto, estatisticamente, apenas as amostras Ab05 e Ab13 não diferiram 
na adesão quando comparadas ao controle positivo A. baumannii ATCC 19606 (Fig. 5A). Em 
relação ao número de células presentes no biofilme, as amostras Ab18 e Ab22 mostraram menor 
número de células, e não houve diferença significativa na formação de biofilme entre isolados 
clínicos e ambientais. Apesar disso, duas cepas pertencentes ao clone G, uma clínica (Ab21) e outra 
ambiental (Ab18), mostraram diferentes comportamentos quando comparados à amostra controle 
(Fig. 5B). A produção de biofilme também foi avaliada pela determinação da biomassa do 
biofilme, medida por absorbância óptica a 570 nm, utilizando a metodologia com o corante cristal 
violeta. As amostras Ab10, Ab20, Ab21 e Ab22 produziram menos biomassa do que a média da 
densidade de biomassa das amostras e do controle (Fig. 5C).
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Figura 5. Avaliação do número de células aderidas, formação de biofilme e biomassa em 10 amostras 
clínicas e ambientais de A. baumannii. (A) Número de células aderidas em placas de poliestireno após 2 h 
de contato; (B) Concentração celular do biofilme; (C) Biomassa do biofilme expressa como densidade 
óptica do cristal violeta (DO570 nm). Resultados representam médias com desvio padrão (barras de erro) de 
três experimentos independentes.*^<0,01; **^<0,001, ***p<0,0001, no teste de Kruskal-Wallis e 
comparação múltipla de Dunn. Amostra de Acinetobacter baumannii ATCC 19606 foi utilizada como 
controle.
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A média da densidade da biomassa do biofilme das amostras de A. baumannii foi de 0,622 
(±0,191). A produção do biofilme, avaliada pelo método quantitativo, revelou que 50% das 
amostras foram classificadas como produtoras moderadas de biofilme e 50% produtoras fracas. Não 
foi encontrada relação entre as amostras XDR e MDR e a habilidade de formar biofilme (Tabela 
16).
Tabela 16. Produção de biofilme e multirresistência de amostras clínicas e ambientais de A. 
baumannii
Amostras D.O.b Produção de Biofilme MDRc/XDRd
A. baumannii ATCC 19606 
(controle positivo)
0,7 Moderado --
Ab 05 0,62 Moderado XDR
Ab 09 0,91 Moderado MDR
Ab 10 0,38 Fraco XDR
Ab 12 0,8 Moderado XDR
Ab 13 0,54 Fraco XDR
Ab 15a 0,87 Moderado XDR
Ab 18a 0,72 Moderado XDR
Ab 20a 0,38 Fraco MDR
Ab 21 0,43 Fraco Não-MDR
Ab 22 0,5 Fraco Não-MDR
aAmostras ambientais; bDensidade ótica (570 nm) = média da D.O. do controle negativo + 3x o desvio padrão do controle 
negativo; cMDR, multirresistente; dXDR, extensivamente resistente.
De acordo com os resultados da produção de biofilme e dos perfis clonais prevalentes 
obtidos através da técnica de PFGE, foram selecionadas para a realização da MEV as amostras 
Ab13, clínica, produtora fraca de biofilme, pertencente ao clone A, e Ab15, ambiental, produtora 
moderada, pertencente ao clone H. As imagens de MEV confirmaram a capacidade destas bactérias 
de aderir à superfície do vidro, observando-se o crescimento de ambas (figuras 6 e 7), com presença 
de matriz visível (figuras 6C, 6D, 7B, 7C e 7D), especialmente da segunda, comprovando sua 
melhor habilidade de produzir biofilme (Figuras 7B, 7C e 7D).
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Figura 6. Microscopia eletrônica de varredura da formação de biofilme da amostra clínica de Acinetobacter 
baumannii, Ab13, desenvolvido na superfície de esfera de vidro após 24 horas de incubação. A) Controle 
negativo. B), C) e D) Formação de biofilme e crescimento bacteriano da amostra Ab13.
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Figura 7. Microscopia eletrônica de varredura da formação de biofilme da amostra ambiental/superfície de 
Acinetobacter baumannii, Ab15, desenvolvido na superfície de esfera de vidro após 24 horas de incubação. 
A) Controle negativo; B), C) e D) Formação de biofilme e crescimento bacteriano da amostra Ab15.
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O genoma total pertencente às cepas Ab13 e Ab15 tinha um tamanho de 3,76 Mb e 3,69 Mb, 
e geraram um total de 7.694.708 e 9.944.440 reads, respectivamente, produzindo aproximadamente 
uma cobertura de sequência de 290X e 370X. A análise do sequenciamento do genoma completo 
confirmou que a amostra Ab13 (aspirado traqueal, clone A) pertence ao ST/CC231 e a amostra 
Ab15 (ambiental, clone H) pertence ao ST405/ CC109. A resistência aos carbapenêmicos é 
explicada pela presença do transposon Tn2008 (ISAba1-b/aOXA-23), de localização plasmidial 
(Figura 8). Ambas as amostras possuem o gene b/aOXA-69, variante do gene b/aOXA-51-like, codificado 
intrinsicamente, e a resistência às cefalosporinas de terceira geração ocorre pelo aumento da 
transcrição do gene ampC (b/aADC-25) quando ligado à ISAba1 (Figura 9).
Figura 8. Representação esquemática do Tn2008, localização da ISAbal em região adjacente ao gene b/aOXA-23 nas amostras 
analisadas.
Figura 9. Representação esquemática da localização ISAbal em região adjacente ao gene blaA
Na amostra Ab13, a resistência aos aminoglicosídeos se justifica pela presença de uma 
enzima modificadora dessa droga (aacA4). Na amostra Ab15, os genes associados à resistência aos 
aminoglicosídeos são aacA4; strA; strB, e para cloranfenicol e sulfonamidas, f/oR e su/2, 
respectivamente. Em ambas as amostras identificou-se o gene de resistência às quinolonas mediado 
por plasmídeo (PMQR), aac(6')Ib-cr.
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O sequenciamento do gene carO revelou que as duas amostras analisadas mostraram uma 
isoforma proteica diferente daquelas já cadastradas no banco de dados do NCBI (CarOa e CarOb), 
mas com semelhança de 99% com a cepa SJ22 cadastrada por Sen & Joshi (2015) (número de 
acesso no GenBank KP658474.1), diferindo apenas em uma alteração na posição 218 (substituição 
de glutamina para lisina; Q218K) (Figura 10). As amostras demonstraram 93% de identidade 
quando comparados à cepa de referência ATCC 19606 (CarOa; número de acesso no GenBank 
KP658473), suscetível aos carbapenêmicos, devido à presença de mutações pontuais. Também, não 
houve interrupção gênica pela inserção de ISAbal, portanto não ocorrendo inativação proteica.
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Figura 10. Alinhamento da sequência do gene carO das duas amostras representativas de Acinetobacter baumannii deste estudo (Ab13 
e Ab15) com as amostras SJ22 (GenBank: KP658474.1) e ATCC 19606 (GenBank: KP658473.1), indicando a homologia e a diferença 
de aminoácidos. O alinhamento foi construído utilizando ClustalW Alignment. O contorno pontilhado indica a região de mutação 
pontual (Q218K).
5- DISCUSSÃO
A emergência de infecções associadas a novos genótipos de A. baumannii resistente às 
drogas antimicrobianas reflete um desafio de grandes proporções considerando a disseminação 
global de diferentes variantes endêmicas e epidêmicas, que aumentam a morbidade, mortalidade e 
custos associados às infecções causadas por esse micro-organismo, representando ameaça 
considerável para a saúde pública (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007; PEREZ et al., 2007; 
PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; GORDON; WAREHAM, 2010; MARAKI et al., 2016). 
Existe grande preocupação dos gestores hospitalares quanto ao aumento na frequência de amostras 
de A. baumannii multirresistentes (MDR) e extensivamente resistentes (XDR), o que dificulta
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consideravelmente o tratamento das infecções (MEDEIROS; LINCOPAN, 2013; EL-SHAZLY et 
al., 2015; KAYE; POGUE, 2015; LEE et al., 2017; TUAN ANH et al., 2017).
Atualmente, estima-se que 40% dos pacientes hospitalizados recebem tratamento com algum 
tipo de antimicrobiano e em, aproximadamente 50% dos casos, este uso é desnecessário 
(WANNMACHER et al., 2004; MANDELL et al., 2005). Verificamos na nossa investigação que o 
consumo de carbapenêmicos foi alto, particularmente no ano de 2012, podendo refletir a alta 
frequência de amostras de A. baumannii contendo o gene blaOXA-23, na UTI Adulto do HC-UFU. 
Além dos carbapenêmicos, a elevação no consumo de colistina foi maior do que o relatado em 
outros hospitais, sobretudo naqueles de países europeus (DUMARTIN et al., 2010; GIANI et al., 
2015). A terapia empírica com antibióticos é frequente, principalmente nas UTIs, exercendo pressão 
seletiva e ecológica no ambiente, havendo necessidade de medidas específicas para seu melhor 
controle, particularmente em hospitais brasileiros (VITRAT et al., 2014; KARAM et al., 2016).
A resistência aos antibióticos em A. baumannii atingiu níveis alarmantes no mundo todo, 
particularmente aos carbapenêmicos, e as amostras têm-se mostrado suscetíveis apenas às 
polimixinas (PENDLETON; GORMAN; GILMORE, 2013; JONES et al., 2014; COSTELLO et al., 
2016; JASEMI et al., 2016; GAO; LYU; LI, 2017). No Brasil, infelizmente, as taxas de resistência 
aos carbapenêmicos são muito altas (80,7%) (ANVISA, 2014) e segundo estudo realizado por Gales 
e colaboradores (2012) houve aumento significativo nas frequências de resistência ao imipenem de 
12,6% no período de 1997-1998 para 71,4% em 2008-2010, aumento também relatado por Rossi e 
colaboradores (2017), que indicaram variação de 30 para 70% na resistência aos carbapenêmicos 
em Acinetobacter spp., entre os anos de 2010 e 2014, em hospital de referência em São Paulo.
O aumento na resistência aos carbapenêmicos está associado principalmente à disseminação 
de amostras produtoras de OXA-23 (DALLA-COSTA et al., 2003; CARVALHO et al., 2009; 
MARTINS et al., 2009; MOSTACHIO et al., 2009; HIGGINS; LEHMANN; SEIFERT, 2010; 
CHAGAS et al., 2014; ROYER et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015), o que pode ser 
explicado pela característica desse gene, que pode alocar-se também em plasmídeos, justificando 
em parte a sua abrangência em nível mundial (BROWN; AMYES, 2006; LABARCA et al., 2014; 
KAMOLVIT; SIDJABAT; PATERSON, 2015; NIGRO; HALL, 2016).
No nosso estudo, todas as amostras resistentes aos carbapenêmicos apresentaram o gene 
blaOXA-23 (ROYER et al., 2015). Além disso, a presença de elementos de inserção específicos, tais 
como ISAbaf, localizado adjacente aos genes blaOXA, leva a um aumento da regulação da sua 
expressão, resultando em diminuição adicional da suscetibilidade aos carbapenêmicos (POIREL;
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NORDMANN, 2006; TURTON et al., 2006; RUIZ et al., 2007; ZONG et al., 2008; TUAN ANH 
et al., 2017). Outro aspecto importante da inserção dessas sequências é a possibilidade de facilitar a 
transferência de genes de resistência entre as amostras (VIANA et al., 2016).
Esse estudo detectou a presença do gene da sequência de inserção ISAbal e sua associação 
com os genes b/aOXA-51 e b/aOXA-23, através da técnica de PCR. Aproximadamente metade das 
amostras analisadas apresentaram a associação ISAbal/OXA-23, relacionadas com elevada CIM 
para carbapenêmicos, o que também é observado no estudo de Viana e colaboradores (2016), que 
demonstrou o aumento da presença dessa associação entre os anos de 2009 e 2013, de 22 para 73%, 
correlacionado com aumento no nível de CIM para carbapenêmicos e variabilidade clonal. A 
presença da sequência de inserção ISAbal em altas frequências em A. baumannii evidencia que essa 
sequência está amplamente difundida nessa espécie (VILLALÓN et al., 2013; PAG ANO et al., 
2016). Em algumas das amostras testadas não houve a detecção do gene ISAbal ou a associação 
ISAbal/OXA-51 ou ISAbal/OXA-23, apesar de apresentarem CIMs elevados. Isso pode estar 
relacionado à coexistência de outros mecanismos de resistência que poderiam justificar esse 
resultado.
Duas amostras clínicas, apesar de suscetíveis aos carbapenêmicos, apresentaram a 
associação ISAbal/OXA-5l. Essa combinação deveria conferir resistência aos carbapenêmicos, 
conforme proposto por Turton e colaboradores (2006). Contudo, assim como no trabalho de 
Pagano e colaboradores (2013), nossos dados sugerem que a promoção do gene b/aOXA-51 sem uma 
transcrição eficiente desse gene não seria capaz de conferir resistência aos carbapenêmicos.
Vale ressaltar que além das oxacilinases há também as metalo-P-lactamases (MBL), que são 
menos frequentes em A. baumannii (DA SILVA; DOMINGUES, 2016), mas mais potentes. No 
presente estudo, não foram detectadas amostras com genes para MBLs. Porém, verificou-se a 
presença simultânea dos genes que expressam resistência a carbapenêmicos e a sequência de 
inserção ISAbal.
Os nossos resultados sugerem que a combinação ISAbal/OXA-23 pode ser um dos 
mecanismos de resistência mais significativos em A. baumannii em função da alta frequência do 
gene e do fenótipo XDR, associados à CIMs elevadas para os carbapenêmicos (valores de CIM pelo 
Etest® para imipenem e meropenem >32pg/mL). Outro aspecto preocupante observado foi a elevada 
resistência das amostras à tigeciclina (CIMs >8ug/mL) após realização do Etest®, o que foi 
confirmado também em estudos prévios como o de Costello e colaboradores (2016), que relataram 
tendência crescente na resistência a esse antimicrobiano nos anos de 2010 e 2011(4,2% para 10,5%)
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em hospitais da América Latina. No Brasil, há poucos dados sobre a resistência à tigeciclina em 
amostras hospitalares de A. baumannii. O trabalho de Pereira (2013) evidenciou frequência de 
resistência à tigeciclina de 5,3%, com resultados obtidos através do sistema automatizado VITEK® 
2, valores bem inferiores aos observados na nossa investigação.
Além disso, nesse trabalho, foram constatadas diferenças nos resultados dos testes de 
suscetibilidade aos carbapenêmicos e tigeciclina obtidos através do sistema automatizado VITEK® 
2 e da técnica de Etest®, com maior sensibilidade quando da detecção de resistência pela última 
técnica. Métodos automatizados são amplamente utilizados na prática clínica devido a sua 
eficiência, entretanto, de acordo com a literatura, a acurácia desses métodos na avaliação da 
suscetibilidade aos carbapenêmicos e à tigeciclina tem sido discordantes (MARKELZ et al., 2011). 
Os nossos resultados mostraram uma elevada concordância entre os testes quanto à resistência aos 
carbapenêmicos, enquanto em relação à tigeciclina, observou-se que dez amostras comportaram-se 
como suscetíveis pelo VITEK 2® e resistentes pelo Etest®.
De acordo com a literatura, ambas as metodologias (VITEK 2® e Etest®) apresentam 
divergências quando comparadas com o teste considerado referência que é a microdiluição em 
caldo (MD). Enquanto o método automatizado tende a subestimar os valores, o Etest® tende a 
superestimá-los (GRANDESSO et al., 2014; MARCHAIM et al., 2014). Em função dessas 
discordâncias, Zarkotou e colaboradores (2012) recomendam que os resultados liberados pelo 
VITEK 2® sejam confirmados por MD ou Etest®. De acordo com Zavaski e colaboradores (2010), 
quando a CIM por Etest® for >2pg/ml, um teste confirmatório, como a MD, precisa ser realizado. 
No nosso estudo todas as amostras foram avaliadas pela técnica de MD e apresentaram alto nível de 
resistência à tigeciclina, o que compromete sua utilização em monoterapia. A tigeciclina tem sido 
utilizada para o tratamento de infecções por A. baumannii MDR (SCHAFER et al., 2007; 
KARAGEORGOPOULOS et al., 2008; STEIN; BABINCHAK, 2012), no entanto, o FDA limita 
seu uso às seguintes situações: infecções de pele complicadas, infecções intra-abdominais 
complicadas e pneumonia adquirida na comunidade (FDA, 2013).
Um importante aspecto a ser destacado neste trabalho, e que pode explicar os elevados 
valores das CIMs para tigeciclina, tanto na metodologia de Etest® quanto na MD, foi o grande 
número de amostras que apresentaram subpopulações resistentes dentro da zona de inibição 
formada pelo antimicrobiano. A heterorresistência é definida como a presença de subpopulações 
bacterianas com os níveis mais elevados de resistência aos antibióticos do que o resto da população 
na mesma cultura (EL-HALFAWY; VALVANO, 2015). A espécie na qual a heterorresistência tem
67
sido reportada frequentemente e para a qual os mecanismos são mais bem entendidos é o S. aureus, 
poucos trabalhos tratam desse fenômeno em outros micro-organismos (RINDER, 2001; EL- 
HALFAWY; VALVANO, 2015). Para A. baumannii, a heterorresistência aos carbapenêmicos e à 
colistina tem sido investigada (POURNARAS et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2009). No caso da 
tigeciclina, isso é particularmente importante, já que seu uso em monoterapia, desconsiderando a 
existência de subpopulações heterorresistentes, conduzirá à erradicação dos membros mais 
sensíveis e selecionará aqueles resistentes (EL-HALFAWY; VALVANO, 2015). No entanto, em 
nosso hospital, a maioria dos pacientes críticos são tratados com mais de um agente antimicrobiano, 
havendo, portanto, menor probabilidade dessa seleção.
Apesar da carbapenemase OXA-23 ser considerada o principal mecanismo responsável pela 
resistência aos carbapenêmicos em A. baumannii (KEMPF; ROLAIN, 2012; OPAZO et al., 2012), 
esse fenótipo também pode resultar da modificação na estrutura primária ou perda das proteínas de 
membrana externa (PME) (porinas), como a proteína de 33-36 kDa e a proteína de 29 kDa 
chamada de CarO (NOVOVIC et al., 2015). No caso da PME CarO, na maioria das vezes, as 
modificações são resultado da ruptura do gene por vários elementos de inserção (CATEL- 
FERREIRA et al., 2011).
Nossos dados evidenciaram que a grande maioria das amostras apresentaram os genes para 
ambas as porinas (82,6%, CarO; 100%, 33-36 kDa) e, em relação à quantificação da expressão do 
gene carO, pode-se observar que a maior frequência das amostras apresentou nível basal de 
transcrição, assim como a amostra referência, ou um baixo nível de transcrição, ou seja, a porina 
não estava ausente ou com sua função comprometida. Podemos inferir então que a proteína CarO 
não é responsável pela resistência aos carbapenêmicos nas amostras avaliadas neste estudo, o 
mesmo observado no trabalho de Fonseca e colaboradores (2013), em amostras de A. baumannii 
que produzem OXA-23 no Brasil. Estudos recentes têm associado as Omp33-36 e CarO à virulência 
nesse micro-organismo (FERNÁNDEZ-CUENCA et al., 2011; RUMBO et al., 2014; CARDOSO et 
al., 2016; LEE et al., 2017).
A análise do sequenciamento do gene carO revelou uma isoforma proteica diferente 
daquelas já cadastradas no banco de dados do NCBI (CarOa e CarOb). Observou-se uma mutação 
pontual na proteína (Q218K), não relatada até o momento, não sendo possível, dessa forma, 
determinar a sua participação exata na resistência ao imipenem. Alguns estudos evidenciam que 
alterações nessa proteína podem diminuir a afinidade ao imipenem, contribuindo para o fenótipo de 
resistência aos carbapenêmicos (VASHIST et al., 2010; FONSECA et al., 2013).
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Conforme mencionado anteriormente, outro mecanismo de resistência aos antimicrobianos 
presente nesse micro-organismo é a hiperexpressão de bombas de efluxo, como aquelas 
pertencentes à família RND (AdeABC, AdeFGH e AdeIJK) (VILA; MARTÍ; SÁNCHEZ- 
CÉSPEDES, 2007). A hiperexpressão principalmente das bombas AdeABC e AdeFGH, 
desempenham um papel importante na resistência adquirida (COYNE; COURVALIN; PÉRICHON, 
2011; YOON; COURVALIN; GRILLOT-COURVALIN, 2013), enquanto a AdeIJK contribui na 
resistência intrínseca (DAMIER-PIOLLE et al., 2008). Baseado nos resultados do qPCR, observou- 
se que apenas o gene adeB foi hiperexpresso. Segundo a literatura (YOON et al., 2015), amostras 
que contém a bomba AdeABC, conferem resistência à vários antibióticos, incluindo a maioria dos 
P-lactâmicos, aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina, macrolídeos, 
lincosamidas e cloranfenicol. Ruzin e colaboradores (2007) confirmaram o papel da bomba 
AdeABC na redução da suscetibilidade à tigeciclina pela inativação do gene adeB, o que levou a 
uma redução significativa nos CIMs de 4 para 0,5ug/ml. Assim, juntamente com a presença da 
OXA-23, esta bomba é outro mecanismo importante presente nas amostras analisadas nessa 
investigação. Entre as 10 amostras de A. baumannii testadas, a maioria delas produziu AdeG e AdeJ 
em nível inferior ou equivalente ao da ATCC 19606, resultados semelhantes os relatados por 
Pagdepanichkit e colaboradores (2016).
Além dos genes responsáveis pela resistência aos carbapenêmicos, ou seja os genes para 
oxacilinases, porinas e bombas de efluxo, identificamos na população estudada oito STs, agrupados 
em cinco complexos clonais diferentes (113, 109, 229, 235 e 231) associados com amostras clínicas 
e ambientais de A. baumannii MDR. Os STs 1399 e 1489, pertencentes ao CC229, são considerados 
single-locus variant (SLVs), diferindo apenas no alelo gpi, assim como os STs 233, 258 e 227, 
pertencentes ao CC113. A maioria das amostras analisadas (n=4) pertenceram ao CC113, que está 
disseminado na América Latina e no Brasil (CLÍMACO et al., 2013; COELHO-SOUZA et al., 
2013; MARTINS et al., 2013; STIETZ et al., 2013; MARTINS et al., 2015; RAMÍREZ et al., 2015; 
LEITE et al., 2016). Adicionalmente, foi determinado um novo ST, ST1399, pertencente ao CC229, 
e um outro (ST258), já caracterizado previamente, pertencente ao CC113, que não possuem 
“parentesco” com nenhum ST anteriormente descrito.
Atualmente, o CC92, associado ao gene blaOXA-23, é considerado o complexo clonal mais 
disseminado do banco de dados do MLST de A. baumannii (KARAH et al., 2012, ZARRILLI et al., 
2013). Como as amostras produtoras de OXA-23 analisadas neste estudo não estavam relacionadas 
a esse CC específico, sugere-se que a disseminação desses genes no Brasil deva estar associada à
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mobilização mediada por plasmídeos, similares àqueles encontrados em amostras pertencentes ao 
CC92 (MUGNIER et al., 2010). Entretanto, os mecanismos que favorecem a aquisição e a 
disseminação de um tipo particular de oxacilinase não estão claros (MAYANSKIY et al., 2017).
No Brasil, merece destaque outro CC identificado em amostras de A. baumannii resistentes 
aos carbapenêmicos, o CC109, correspondente ao clone internacional 1 (MARTINS et al., 2012; 
CLÍMACO et al., 2013; MARTINS et al., 2015). No nosso estudo foi detectado o ST405, associado 
a este CC, em duas amostras, sendo uma de origem clínica (Ab05) e outra ambiental (Ab15), com 
perfis de PFGE distintos, correspondentes aos clones D e H, respectivamente. O contrário foi 
observado para amostra Ab18 (clínica) e Ab21 (ambiental) que apresentaram o mesmo perfil clonal 
G, entretanto expressaram STs distintos ligados ao CC113.
Os resultados do PFGE mostraram pouca correlação com os resultados do MLST, pois em 
alguns casos o mesmo ST foi observado em perfis de PFGE diferentes e dentro do mesmo perfil, 
STs diferentes. Assim, não é possível afirmar que dentro de um mesmo perfil de pulsed field  há um 
único ST. Isso poderia ser parcialmente justificado pelas diferenças metodológicas das duas 
técnicas, ou seja, o PFGE avalia todo o DNA bacteriano enquanto o MLST apenas 7 genes 
housekeeping. Os nossos dados evidenciaram uma diversidade de perfis entre as amostras, 
independente da técnica de discriminação molecular utilizada (PFGE ou MLST).
Em síntese, a importância do MLST nesse estudo foi clara pois permitiu a comparação dos 
nossos resultados com o cenário nacional e mundial quanto à distribuição, predominância e 
mudança nos STs circulantes em amostras clínicas e ambientais de A. baumannii. Isto pode ser 
evidenciado com a descrição de um novo ST, bem como STs em comum circulando no ambiente 
hospitalar.
O interesse por A. baumannii aumentou rapidamente devido a capacidade que esses agentes 
possuem de resistir aos desinfetantes, permitindo sua sobrevivência por longo período de tempo em 
superfícies abióticas e secas, além de sua habilidade em formar biofilme (DIJKSHOORN; NEMEC; 
SEIFERT, 2007; ESPINAL; MARTI; VILA, 2012; LONGO; VUOTTO; DONELLI, 2014; 
DUARTE et al., 2016). Isso sugere que a formação de biofilme pode representar um papel relevante 
na disseminação de amostras de A.baumannii no ambiente hospitalar bem como para o sucesso de 
bactérias patogênicas causarem infecção (VUOTTO et al., 2014). Assim, a presença de fatores de 
resistência e virulência e a capacidade de formar biofilme podem contribuir para a emergência e a 
disseminação de fenótipos altamente adaptativos no ambiente hospitalar, como foi evidenciado 
nesse estudo (LEE et al., 2008; ESPINAL; MARTI; VILA, 2012; SANCHEZ et al., 2013).
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Embora a literatura descreva diferentes modelos epidemiológicos para o estudo de biofilmes 
bacterianos, pouca atenção tem sido dada ao papel significativo da formação de biofilme por esses 
patógenos. Nosso trabalho demonstrou variação na formação de biofilme em 10 amostras já 
caracterizadas quanto ao perfil clonal e genes de resistência. Esse trabalho, a exemplo do relatado 
por Duarte e colaboradores (2016), mostra que não houve relação entre a variabilidade clonal e a 
produção de biofilme, apesar de outros estudos indicarem que esta relação está presente 
(SANCHEZ et al., 2013).
Está amplamente estabelecido, assim como observado na nossa investigação, que a 
formação de biofilme é prevalente entre amostras clínicas associadas com diferentes síndromes 
infecciosas (DONLAN, 2001; SANCHEZ et al., 2013; HOIBY et al., 2015). Amostras recuperadas 
de tecidos, ossos e do trato respiratório tem maior capacidade de formação de biofilme, determinado 
por experimentos com cristal violeta, em comparação com amostras recuperadas de sangue e urina, 
por exemplo (SANCHEZ et al., 2013). Em trabalho realizado por nossa equipe, publicado em 2016 
por Batistão e colaboradores, foi relatada forte produção de biofilme em amostras clínicas de 
Staphylococcus aureus recuperados do sítio cirúrgico, o que foi observado em menor frequência 
naquelas associadas a outras infecções. Embora essas relações não tenham sido avaliadas no 
presente estudo, uma vez que as amostras analisadas foram recuperadas de aspirado traqueal e de 
ambiente, todas elas foram capazes de produzir biofilme.
As amostras com esse fenótipo são resistentes a um maior número de antimicrobianos, 
incluindo aminoglicosídeos, carbapenêmicos e cefalosporinas (LEE et al., 2008; SANCHEZ et al., 
2013). Em nosso estudo não foi possível relacionar a produção de biofilme com a maior resistência 
as antibióticos em função do pequeno número de amostras analisadas, entretanto, observou-se que 
aquelas suscetíveis aos carbapenêmicos comportaram-se como produtoras fracas de biofilme. A 
maioria das amostras foram classificadas como XDR e, duas delas, de um mesmo clone, uma de 
origem clínica e outra ambiental, mostraram diferentes capacidades de formação de biofilme. 
Entretanto, não houve diferença significativa no ensaio em placas de 96 poços nos dois grupos 
(amostras clínicas e ambientais), como observado no trabalho de Obeidat e colaboradores (2014). 
Além disso, em geral, quando se trata de amostras clínicas, estudos anteriores demostraram que a 
formação de biofilme é maior em amostras MDR (LEE et al., 2008; SANCHEZ et al., 2013; 
NAPARSTEK et al., 2014). Em relação a esse aspecto, semelhante ao estudo de Batistão e 
colaboradores (2016) e Bocanegra-Ibarias e colaboradores (2015), nenhuma relação entre a
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formação de biofilme e a multirresistência foi encontrada nas amostras clínicas avaliadas nesta 
investigação.
Outro aspecto importante é a adesão inicial do micro-organismo nas superfícies, passo 
considerado essencial para a formação do biofilme. Infelizmente, a maioria dos estudos publicados 
avaliam essa produção apenas por experimentos de cristal violeta e/ou ágar vermelho Congo (LEE 
et al., 2008; ESPINAL; MARTI; VILA, 2012; SANCHEZ et al., 2013; IYAMBA et al., 2016; 
PEDROSO et al., 2016), sem mensurar a concentração ou adesão de células do biofilme. Para tanto, 
o nosso estudo é dos poucos no país a utilizar uma metodologia laboriosa que permite avaliar 
estatisticamente a adesão bacteriana, a quantidade de células no biofilme e a biomassa do biofilme, 
e é o único que mostra essa relação em amostras clínicas e ambientais de A. baumannii.
Como não foi encontrada diferença na produção de biofilme em amostras de superfície e 
clínicas por testes fenotípicos, realizou-se a MEV a partir de cultura em esferas de vidro de ambas 
amostras, para confirmar a hipótese de que aquelas ambientais tem melhor habilidade na produção 
de biofilme, com a presença mais abundante de matriz extracelular. Isso foi confirmado no nosso 
estudo. Entretanto, amostras com perfis clonais diferentes, resistentes e/ou suscetíveis aos 
carbapenêmicos, apresentaram taxas similares de crescimento no biofilme. Este achado pode sugerir 
que a capacidade de formação de biofilme tem um significado limitado na disseminação clonal de 
cepas clínicas e ambientais de A. baumannii.
A formação de biofilme é um componente importante na virulência de vários micro­
organismos associados às infecções hospitalares. Em nosso estudo, todas as amostras analisadas 
foram produtoras de biofilme em maior ou menor grau, independente do clone circulante. Em 
síntese, a dificuldade de erradicar essas bactérias do ambiente, aliada à resistência antimicrobiana e 
a outros fatores de virulência não avaliados nesse trabalho, contribuem para sua sobrevivência no 
ambiente hospitalar e para sua importância como agente de infecções relacionadas à assistência à 
saúde.
Reforçando essa observação, o sequenciamento do genoma completo fornece a base para 
uma análise genômica detalhada, que certamente aumenta nossa compreensão sobre o papel de A. 
baumannii no hospedeiro e no ambiente. A partir dos resultados obtidos para as amostras Ab13 e 
Ab15, pode-se comprovar que a resistência aos carbapenêmicos se deve principalmente à presença 
do Tn2008, facilmente propagado entre as amostras, inclusive de clones diferentes como 
comprovado em nosso estudo, e também disseminado no mundo todo (WANG; ZONG; LÜ, 2011; 
CHEN et al., 2017). Também, a resistência intrínseca às cefalosporinas de terceira geração é devido
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ao aumento da transcrição do gene blaADC-25 , devido a presença da ISAba1 adjacente ao gene, 
atuando como um forte promotor, conforme já descrito na literatura (HAMIDIAN et al., 2013; 
KARAH et al., 2016; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Outro mecanismo também detectado 
foi a presença de genes codificadores de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos, como aacA4 
(KARAH et al., 2016; PELEG; SEIFERT; PATERSON; 2008). Além disso, identificou-se o gene 
de resistência às quinolonas mediado por plasmídeo (PMQR), aac(6')Ib-cr, dado relevante uma vez 
que este gene é bem descrito em membros da família Enterobactericeae e em P. aeruginosa 
(RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2011; JIANG et al., 2014; ARAÚJO et al., 2016), mas pouco 
estudado em A. baumannii (LEE et al, 2016).
6- CONCLUSÕES
Os resultados do trabalho mostram a disseminação de diferentes STs de A. baumannii XDR 
produtores de biofilme, contendo a associação frequente de ISAba1/OXA-23, independentemente de 
sua origem clínica ou ambiental. Adicionalmente, os resultados obtidos permitem as seguintes 
conclusões:
• Houve alta densidade do uso dos antibióticos: carbapenêmicos, tigeciclina e polimixina 
B/colistina, particularmente no ano de 2012;
• Alta frequência da associação ISAba1/OXA-23 relacionada com CIM elevada aos 
carbapenêmicos nas amostras analisadas;
• A resistência aos carbapenêmicos é devida à presença do Tn2008 e hiperprodução da bomba 
AdeABC;
• A resistência às cefalosporinas pode ser explicada pela presença de ISAba1 como forte 
promotor do gene blaADC-2s;
• A substituição de uma glutamina por uma lisina na posição 218 (Q218K) da proteína CarO 
pode estar associada com a diminuição da afinidade ao imipenem;
• A maioria das amostras pertenceram ao CC113, amplamente disseminado na América 
Latina e no Brasil. Adicionalmente, foi determinado um novo ST, ST1399;
• Os resultados confirmam a capacidade de formação de biofilme em amostras clínicas de A. 
baumannii bem como em amostras ambientais.
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ANEXO I
Agentes antimicrobianos e categorias utilizadas para definir A. baumannii multirresistente (MDR), 
extensivamente resistente (XDR) e pan-resistente (PDR).
A n tim ic ro b ia l ca tego ry A n tim ic ro b ia l agent
Results o f  a n t im ic ro b ia l 
su sce p tib ility  te s tin g  
(S o r  NS)
Aminoglycosides Gentamicin
Tobramycin
Amikacin
Netilmicin
Antipseudomonal carbapenems Imipenem
Meropenem
Doripenem
Antipseudomonal fluoroquinolones Ciprofloxacin
Levofloxacin
Antipseudomonal penicillins 
+ /Mactamase inhibitors
Piperacillin-tazobactam
Ticarcillin-davulanic acid
Extended-spectrum cephalosporins Cefotaxime
Ceftriaxone
Ceftazidime
Cefepime
Folate pathway inhibitors T  rimethoprim-sulphamethoxazole
Penicillins + /f-lactamase inhibitors Ampicillin-sulbactam
Polymyxins Colistin
Polymyxin B
Tetracyclines Tetracycline
Doxycycline
Minocycline
Criteria for defining MDR, XDR and PDR in Adnetobaaer spp.
MDR: non-suseeptible to  >1 agent in >3 antimicrobial categories.
XDR: non-susceptible to  >1 agent in all but <2 categories.
PDR: non-susceptible to  all antimicrobial agents listed.
http://www.ecdc.europa.eu/en/acti vities/diseaseprogrammes/ARHAI/Pages/public_consultation_clinical_microbiology_ 
infection_article.aspx.
Fonte: Magiorakos e colaboradores (2012).
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ANEXO II
Aprovação do protocolo de pesquisa, registro CEP/UFU 228/11.
Universidade Federal de UbertântSa 
Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-Graduação 
COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA - CEP
A». M O  I M  *> a m . "• ? ! » . - » »  A - _ s ü ? í ;  'S T S S a S MW'ca • ■
ANÁLISE FINAL N9. 735/11
CEP 3 8 4 0 8 - 1 4 4  - F O N E / F A X  (34> 3 2 3 3 - 4 1 3 1
n : 00  C O M IT É  D E  É T IC A  EM  P E S Q U IS A  P A R A  O  P R O T O C O L O  R E G IS T R O  C E P /U F U  
228/11
nor Acinetobacter baumannii resistente ao
s f f i .  ™  . « *  ■— ! »  « * »  *  — •
cirúrgico, de um hospital universitário brasileiro .
Pesquisador Responsável: Paulo Pinto Gontijo Filtre
Da „ 00,do com »  atnbuipées definidas na Resolução CNS ,9C 9S, o CEP manifesta-«, pela
'o 7 Ü C —  Ç S S S K f S i  » « » —  *  »»»=>"- com setes humanos, 
nos limites da redação e da metodologia apresentadas.
O CEP/UFU lembra que: nMnnisador deverá arquivar por 5 anos o relatório da
£ 5 K 1  dè^onsenw em o Livre e Esola,soldo, assinados pelo su]eitó do
por escolha aleatória. v is ta  o pesquisado, para oonterência do reiatório e
“ r v S C S c K e í l u i s a p e l o  CEP/UFJ dá-sea n  do atendimentó
a Resolução 196/96/CNS, não implicando na qual dade cientifica do me •
Data de Entrega de Relatório Final: dezembro de 2012.
SITUAÇÃO: PROTOCOLO APROVADO
naS • O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANÇA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA 
S iS e AO CEP PARA FINS DE ANÁLISE E APROVAÇAO DA MESMA.
U berlândia, 10 de  novem bro dc 2011.
6r y
t ^ - 1 .  '  ‘
Profa. Dra. Sandra Tcrezinhade Farias Furtado 
Coordenadora do CEP/UFU
